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Introduction générale 
 
 
Le monoxyde d’azote (NO•) est un radical gazeux de petite taille biosynthétisé par 
divers organismes vivants. Le Prix Nobel de physiologie et de médecine de 1998 a été attribué 
à Louis Ignarro, Ferid Murad et Robert Furchgott pour l’identification du rôle de NO• dans le 
système cardiovasculaire.1 Après cette découverte, de nombreux chercheurs se sont intéressés 
au monoxyde d’azote et ont mis en évidence son rôle dans différents processus biologiques 
tels que la régulation de la pression sanguine2, la neurotransmission3 et la réponse 
immunitaire4. Il intervient également dans plusieurs pathologies comme l’angine de poitrine5, 
les cancers6,7, le diabète8,9 ou la schizophrénie10 et il peut également présenter des propriétés 
bactéricides.11,12 Mais son implication est ambigüe car, pour une même pathologie, selon sa 
concentration dans le milieu, il peut avoir des rôles opposés et donc des effets thérapeutiques 
ou délétères.13 
 
Un des principaux enjeux sociétaux en santé de nos jours est le traitement contre le 
cancer. Le cancer est la seconde cause de mortalité humaine dans le monde faisant des 
millions de victimes chaque année. La recherche de nouveaux traitements plus efficaces, plus 
ciblés, avec moins d’effets secondaires et à des coûts limités est donc primordiale.  
La résistance antimicrobienne et plus particulièrement la résistance des bactéries aux 
antibiotiques constituent également un problème majeur de santé publique. Le nombre de 
victimes d’infections tolérantes aux antibiothérapies continue d’augmenter et dépassera le 
nombre de victimes du cancer dès 2050.14 Le nombre d’antibiotiques mis sur le marché est en 
constante diminution et ceux qui étaient utilisés deviennent inefficaces. Il est par conséquent 
nécessaire de développer de nouvelles molécules antibiotiques ou de nouveaux traitements 
capables d’inhiber la résistance aux antibiotiques usuels. 
Un des points communs entre les cancers et la résistance des bactéries est l’implication 
du monoxyde d’azote dans les mécanismes de développement et d’apoptose des cellules 
eucaryotes et procaryotes.  
 
L’apport exogène de monoxyde d’azote constitue donc une stratégie intéressante pour 
traiter des pathologies comme les cancers et lutter contre la résistance antimicrobienne. Des 
donneurs de NO• organiques ont été synthétisés mais la libération spontanée de la molécule ne 
permet pas d’envisager leur utilisation dans des thérapies ciblées. En effet, le contrôle de la 
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concentration en monoxyde d’azote libérée sur une zone ciblée est indispensable pour éviter 
les effets délétères.  
 
Pour cela, la chimie de coordination et la synthèse de complexes à base de métaux de 
transition à ligand nitrosyle forment une voie prometteuse. En effet, ils permettent l’obtention 
de systèmes dont la libération de NO• est contrôlée par la lumière.15 
 
 
Plus particulièrement, les complexes de ruthénium sont attractifs car ils présentent des 
propriétés photophysiques intéressantes et une bonne stabilité en milieu physiologique.16 
L’efficacité de libération de NO• sous irradiation est affectée par le choix des autres ligands 
dans la sphère de coordination du ruthénium. Différents ligands ont donc été utilisés par 
différents groupes de recherche pour l’optimisation de ces systèmes. 
De nombreux complexes de ruthénium à ligand nitrosyle sont photoréactifs sous 
irradiation dans l’UV et certains groupes de recherche ont pu synthétiser des systèmes 
capables d’absorber dans le visible.17 Mais, l’utilisation de photons encore moins énergétiques 
permettrait d’irradier dans la fenêtre thérapeutique, et donc d’éviter les dommages sur les 
tissus sains et d’atteindre des zones plus profondes. Pour cela, le recours au processus 
physique d’absorption à deux photons (ADP) est une stratégie adaptée. La capacité des 
complexes de ruthénium à absorber une irradiation à deux photons est influencée par la nature 
des ligands. Ainsi, la coordination de ligands présentant de bonnes propriétés d’absorption à 
deux photons permet d’améliorer les caractéristiques des systèmes et d’envisager un 
traitement plus ciblé.18 
 
 
 
 
 
hν
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Ces travaux de thèse portent sur la synthèse de complexes de ruthénium à ligand 
nitrosyle avec un ligand 2,2’:6’,2’’-terpyridine stable, fonctionnalisé par des groupements 
présentant de bonnes propriétés d’absorption à deux photons. Les objectifs de cette thèse sont 
l’étude de l’efficacité de libération de NO• par ces complexes et l’investigation de leurs 
propriétés pour des applications en biologie.  
 
La première partie de cette thèse de doctorat propose dans un premier temps une 
présentation du monoxyde d’azote et de ses propriétés biologiques fortement dépendantes de 
sa concentration. Dans un second temps, différentes techniques de détection du radical sont 
présentées. Ensuite, les sources exogènes de NO• pour une application en photothérapie sont 
décrites, et particulièrement les complexes de ruthénium à ligand nitrosyle. Deux enjeux 
biomédicaux importants sont ensuite exposés : le cancer et la résistance antimicrobienne et 
cette partie s’intéresse à l’utilisation de la libération contrôlée de NO• dans la lutte contre ces 
enjeux majeurs de santé publique. 
Le second chapitre est consacré à la synthèse de complexes de ruthénium présentant le 
ligand 4’-(2-fluorényl)-2,2’:6’,2’’-terpyridine et à l’étude de leurs propriétés de 
photolibération de NO•, sous excitation mono- et biphotonique. 
Dans le troisième chapitre, la stabilité des complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6 est étudiée dans l’eau. Les rendements quantiques de NO• sont ensuite 
mesurés en milieu aqueux en milieu biologique. 
Le quatrième chapitre développe la synthèse de nouveaux complexes de ruthénium à 
ligand nitrosyle comportant des ligands dérivés du 4’-(2-fluorényl)-2,2’:6’,2’’-terpyridine. 
Les rendements quantiques de NO• de ces nouveaux systèmes sont mesurés et comparés à 
ceux des complexes précédemment synthétisés. Leurs capacités de libération de NO• dans 
l’eau sont également analysées. 
Le cinquième chapitre s’intéresse aux effets cyto- et phototoxiques d’un complexe de 
ruthénium à ligand nitrosyle sur deux lignées de cellules cancéreuses : les HCT 116 (cellules 
du cancer du colon) et les FaDu (cellules du cancer du pharynx). 
Le sixième et dernier chapitre de ce mémoire de thèse est consacré à l’étude de 
l’influence des complexes de ruthénium à ligand nitrosyle sous irradiation sur deux souches 
de Staphylococcus epidermidis, dont l’une (ATCC 35984) présente une résistance aux 
antibiotiques et est impliquée dans de nombreuses infections. L’effet bactéricide du 
monoxyde d’azote seul ou combiné à une antibiothérapie est exploré. 
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Chapitre I : 
Etat de l’art 
 
 
I. 1. Le monoxyde d’azote NO• 
 
I. 1. 1- Découverte  
 
A la fin des années 1970, John Zawadzki, sous la direction de Robert Furchgott, 
mettait en évidence l’effet vasodilatateur de l’acétylcholine lors de ses expérimentations sur 
des fragments d’aorte de lapins. L’étude montrait que les cellules endothéliales sont 
nécessaires à la relaxation des cellules musculaires lisses, permettant ainsi l’augmentation du 
diamètre des vaisseaux sanguins et la réduction de la pression artérielle. Les chercheurs 
nommèrent alors la substance responsable de cette régulation facteur de relaxation dérivé de 
l’endothélium ou EDRF (Endothelium-Derived Relaxing Factor).19 
 
Pendant les années qui ont suivi, les équipes d’Ignarro, Murad, Moncada et Vanhoutte 
ont travaillé à l’identification de ce facteur impliqué dans la vasodilatation. En 1977, Murad et 
ses collaborateurs ont découvert que l’EDRF avait une action sur une enzyme appelée la 
guanylyl cyclase.20 Le rôle de l’EDRF est de réguler la biosynthèse du 3’5’-guanosine 
monophosphate cyclique (GMPc).21 
 
 En 1986, Ignarro et Furchgott suggérèrent dans des travaux indépendants que l’EDRF 
pourrait être le monoxyde d’azote NO•. En 1987, Ignarro vérifie cette hypothèse en comparant 
les réactivités biologiques de l’EDRF et de NO• exogène : tous deux sont responsables de la 
régulation du GMPc.22,23 Par la suite, les travaux de Palmer et Moncada ont permis d’apporter 
des preuves factuelles de la nature de l’EDRF.24 
 
 
Pour leurs travaux remarquables sur la découverte et l’identification du monoxyde 
d’azote comme molécule de signalisation dans le système cardiovasculaire, les trois 
scientifiques Louis Ignarro, Ferid Murad et Robert Furchgott ont reçu le Prix Nobel de 
physiologie et de médecine en 1998. 
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Figure I-1 : R. Furchgott, L. Ignarro et F. Murad, lauréats du Prix Nobel de Physiologie et de 
Médecine en 1998 
 
 
I. 1. 2- Aspects physico-chimiques 
  
Le monoxyde d’azote, ou oxyde nitrique (NO•) est une espèce radicalaire. Le radical 
est porté par l’atome d’azote, et sa structure de Lewis est la suivante : . 
La longueur de la liaison N-O dans la molécule libre est de 1,154 Å. 
 
Dans les conditions normales de pression et de température, il est présent sous la 
forme d’un gaz incolore et toxique. Sa solubilité dans l’eau est de 1,9 mmol.L-1.atm-1 et elle 
peut atteindre 15 mmol.L-1.atm-1 dans des solvants organiques comme le cyclohexane. Dans 
un milieu déoxygéné, le coefficient de diffusion de NO• dans l’eau est de 3300 µm2.s−1 à 
37°C, ce qui correspond à 1,2 fois celui du dioxygène. En revanche, dans le milieu 
biologique, sa durée de vie ne dépasse pas quelques secondes. Par exemple, dans le sang, sa 
demi-vie varie entre 0,05 et 1,8 ms. 25,26,27 
 
 
I. 1. 3- Réactivité 
 
Les structures électroniques de l’atome d’azote N et de l’atome d’oxygène O étant 
respectivement 1s22s22p3 et 1s22s22p4, le diagramme d’orbitales moléculaires de NO• 
présentant les électrons de valence est donné sur la Figure I-2. La présence d’un électron 
célibataire confère à l’espèce un caractère paramagnétique et permet d’expliquer sa réactivité. 
En effet, cet électron non apparié est situé dans une orbitale π* anti-liante.  
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Figure I-2 : Diagramme d’orbitales moléculaires du monoxyde d’azote NO• 
 
Le NO• intervient donc dans deux couples oxydant/réducteur puisque cet électron peut 
aisément être cédé pour former le cation nitrosonium NO+ ou un autre électron peut être capté 
afin de former l’anion nitroxyde NO-. Le potentiel redox associé à ces couples dépend 
fortement du solvant et du pH en solution aqueuse. A pH neutre, le potentiel du couple 
NO+/NO• est de +1,2 V/ESH. Celui du couple NO•/NO- varie légèrement selon si NO- se 
touve dans l’état singulet 1NO- ou triplet 3NO-. Dans le premier cas, le potentiel redox est 
d’environ -0,8V/ESH et dans le second cas, il est de -1,7 V/ESH.28,29 
 
Le potentiel d’ionisation de NO• est de 9,26 eV et il possède une affinité électronique 
de 0,024 eV.30,31 
 
D’après le diagramme d’orbitales moléculaires, l’ordre de la liaison N-O est de 2,5. 
D’ailleurs la longueur de la liaison N-O dans la molécule libre est de 1,154 Å, distance 
intermédiaire entre une double et une triple liaison, respectivement de 1,18 Å et 1,06 Å. Lors 
de l’oxydation et de la réduction, l’ordre de la liaison N-O varie en passant respectivement à 3 
et à 2. La longueur de la liaison varie donc également et cela est visible en spectroscopie 
infrarouge avec la variation des énergies de vibration d’élongation de la liaison N-O : les 
fréquences d’élongation sont à νNO = 2377, 1875 et 1470 cm-1 pour NO+, NO• et NO- 
respectivement.26 
 
s2* 
p* 
s2 
p 
s1* 
s1 
2s 
2p 
2s 
2p 
N O 
Molecular Orbitals diagram for the NO molecule 
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Le monoxyde d’azote peut réagir facilement avec le dioxygène, pour former des 
espèces réactives de l’azote (RNS), qui sont actives biologiquement. En phase gazeuse, ils 
forment le dioxyde d’azote NO2• (1), toxique.27 
(1)    2 NO•  +  O2  →  2 NO2• 
 
En solution aqueuse, ils entraînent la formation de NO2
•, qui réagit sur le NO• pour 
donner le trioxyde de diazote. Ce dernier, en présence d’eau, génère des nitrites (2).32 
(2)   2 NO•  +  O2  →  2 NO2• 
NO2
•  +  NO•  →  N2O3 
N2O3  +  H2O  →  2 NO2-  +  2 H+ 
 
En solution aqueuse, le monoxyde d’azote réagit très rapidement avec le radical 
superoxyde O2
- • pour former des ions péroxynitrites ONOO- (3). 
(3)   NO•  +  O2
-•  →  ONOO- 
 
 
I. 1. 4- Sources endogènes de NO• 
 
Chez les mammifères, NO• est biosynthétisé par l’oxydation de l’acide aminé L-
arginine en L-citrulline grâce à des enzymes nommées NO-synthases ou NOS. La réaction se 
fait en présence de nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) et de dioxygène. 
La tétrahydrobioptérine (notée BH4), la flavine mononucléotide (FMN), la flavine adénine 
dinucléotide (FAD) et un groupe hème sont les cofacteurs nécessaires aux protéines NOS 
pour la biosynthèse de NO•. 
 
Figure I-3 : Réaction de biosynthèse de NO• à partir de la L-arginine 
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Les NOS sont des protéines homodimériques contenant un fragment hème (avec un 
atome de fer) et sont constituées de deux domaines catalytiques : un domaine catalytique 
« hème oxygénase » NOSox qui se lie au substrat L-arginine et le cofacteur BH4  et un 
domaine « réductase » NOSred qui se lie aux cofacteurs FMN, FAD et NADPH. Les NOS sont 
généralement associées à une protéine calmoduline, sensible au taux de calcium dans le 
milieu. La Figure I-4 schématise la structure des NOS.33 
 
Figure I-4 : Structure d’une NO-synthase, avec ses deux domaines catalytiques (d’après Alderton 
et al., Biochem. J., 2001, 357, 593-615) 
 
Il existe trois isoformes de NOS, dont les structures et les fonctions diffèrent : la NOS 
neuronale (nNOS), la NOS endothéliale (eNOS) et la NOS inductible (iNOS). Les NOS 
neuronale et endothéliale sont exprimées de façon permanente par les cellules, principalement 
les neurones et les cellules endothéliales respectivement. Ces types de NOS sont régulées par 
l’influx de calcium dans la cellule. L’activation de l’iNOS n’est pas dépendante de la 
concentration en calcium mais sa synthèse est régulée par des facteurs transcriptionnels à 
partir de l’ADN.34,13 
 
Grâce au séquençage génomique, la présence de NOS homologues a pu être mise en 
évidence chez certains organismes procaryotes et principalement chez les bactéries à Gram +, 
comme les streptocoques, les bacilles et les staphylocoques. Les NOS bactériennes, notées 
bNOS, sont très semblables aux mNOS (NOS mammifères) mais elles ne possèdent pas de 
domaine catalytique « réductase ». Elles sont pourtant capables de catalyser la réaction 
d’oxydation de l’arginine en utilisant des réductases non spécifiques présentes dans le milieu 
cellulaire et d’ainsi permettre la synthèse de NO•. 35,36,37 
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I. 1. 5- Aspects biologiques 
 
La petite taille de la molécule NO• ainsi que son caractère lipophile lui permettent de 
traverser les membranes cellulaires. Grâce à ses propriétés, il intervient dans différents 
processus biologiques pour lesquels il joue le rôle de messager (« signalling molecule »). NO• 
peut traverser les différents tissus, jusqu’à plusieurs centaines de micromètres, avec une 
vitesse d’environ 5 à 10 cellules par seconde (environ 50 µm.s-1), mais il est rapidement 
consommé dans les vaisseaux sanguins à cause de sa forte affinité avec le fer de 
l’hémoglobine. Ils forment alors le complexe FeII-NO-Hb, dont la constante de dissociation 
est très faible (entre 10-10 et 10-11 M). 38,39,40 
 
En conditions physiologiques, NO• est impliqué dans des réactions avec d’autres 
radicaux et particulièrement avec le radical superoxyde pour la formation de péroxynitrites 
ONOO-. Il peut également réagir avec des métaux de transition comme le fer pour former des 
complexes, qui sont souvent présents au niveau des sites actifs des enzymes. Ainsi, ce radical 
est impliqué dans la régulation de l’activité de plusieurs enzymes ainsi que dans la production 
d’ions péroxynitrites. 
 
Dans le corps humain, NO• est donc responsable de différents processus.  
La première action de NO•, est la vasodilatation. Il est produit par la eNOS dans les 
cellules endothéliales puis diffuse à travers les cellules musculaires lisses. Sa fixation sur 
l’enzyme guanylate cyclase entraîne, par l’intermédiaire de plusieurs réactions biochimiques, 
la relaxation des cellules musculaires lisses. La concentration endogène de NO• dans ce type 
de régulation est de 10 à 30 nM.41,39 
Les propriétés de signalisation de NO• se retrouvent également dans la 
neurotransmission. Généré par la NOS neuronale à des concentrations de 0,2 à 10 nM, il 
réagit à nouveau sur la guanylate cyclase et peut avoir une action sur les systèmes digestif, 
respiratoire et urogénital et participer au développement de la mémoire, de la reproduction et  
des fonctions motrices.42,43 
Enfin, NO• peut intervenir en tant qu’agent antimicrobien. Les phagocytes, cellules du 
système immunitaire, absorbent les corps étrangers nocifs et NO• est libéré pour induire leur 
mort. L’intervention de l’ion superoxyde et la formation de ONOO-, entraînent de nombreuses 
modifications sur l’ADN et les protéines, qui peuvent induire la mort des bactéries. Dans ce 
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cas, les concentrations de NO• exprimées sont bien plus importantes et peuvent atteindre 1000 
nM.44,45,46 
La production moyenne de NO• biosynthétisé dans le corps humain est d’environ 
0,63±0,45 µmol.kg-1.h-1. Lors d’une infection ou d’une inflammation, ce taux peut augmenter 
de plusieurs ordres de grandeur.47 
 
  
I. 1. 6- Dualité des rôles de NO• 
 
I. 1. 6- a) Effets directs et indirects 
 
D’un point de vue général, les effets biologiques de NO• peuvent être séparés en deux 
groupes qui sont les effets directs et les effets indirects. La première catégorie regroupe les 
réactions rapides et directes de NO• sur une cible biologique. Dans la seconde, NO• réagit 
d’abord avec l’oxygène ou l’ion superoxyde pour générer des RNS (espèces réactives de 
l’azote) qui, elles, interagissent avec une cible biologique. En général, les effets directs ont 
lieu à faible concentration de NO• alors que les effets indirects sont observables à plus hautes 
concentrations.39 
 
Figure I-5 : Les effets biologiques directs et indirects de NO• (d’après Thomas et al. Free Radic. 
Biol. M., 2008, 45, 18-31)  
 
NO• peut provoquer des dommages à l’ADN par les stress nitrosant et oxydant. Les 
péroxynitrites ONOO- peuvent oxyder l’ADN et également provoquer des cassures simple-
NO•
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brins. N2O3 transforme les amines en N-nitrosamines et est également capable d’alkyler 
l’ADN. En milieu aqueux, NO2 peut également se transformer en nitrites et nitrates. 
Avec son électron non apparié, NO• est capable de réagir sur des radicaux présents 
dans le milieu cellulaire, comme des radicaux d’acides aminés, mais également de former des 
complexes métalliques, notamment avec le fer (II). Cela permet d’expliquer pourquoi NO• est 
rapidement détruit dans les vaisseaux sanguins. 
 
 
I. 1. 6- b) La concentration en monoxyde d’azote 
 
D’après les paragraphes précédents, NO• joue différents rôles dans différents 
processus biologiques chez l’homme comme chez les organismes procaryotes. Mais il est 
aussi impliqué dans différentes pathologies. Ainsi, il peut avoir un effet bénéfique ou délétère 
dans de nombreux troubles de la santé.  
 
De nombreuses études ont été menées pour comprendre la relation entre NO• et les 
cancers. Certaines études démontrent qu’il favorise le développement des cellules cancéreuses 
alors que d’autres suggèrent un effet anti-prolifératif.13 
A des concentrations de l’ordre du micromolaire, le monoxyde d’azote permet la 
régression des tumeurs et la mort cellulaire. En effet, par la formation de ROS et de RNS, 
comme le trioxyde d’azote ou les péroxynitrites capables de générer des cassures et des 
mutations, il induit l’apoptose des cellules cancéreuses.34 
Pour des concentrations plus faibles, à l’échelle picomolaire, un effet anti-apoptotique 
et pro-angiogénique des tumeurs cancéreuses est observé. Les apports sanguin et nutritif sont 
augmentés et le développement tumoral est favorisé. 
 
De plus, bien que le role de NO• soit moins bien décrit chez les bactéries dans la 
littérature, NO• a montré des propriétés antimicrobiennes alors que plusieurs études suggèrent 
que ce radical permet aux bactéries de se défendre contre les attaques d’espèces réactives de 
l’oxygène (ROS). En 2016, Knikel et al. ont montré que les NOS chez les staphylocoques (S. 
aureus) permettent la synthèse de NO•, transformé ensuite en nitrates, utilisés dans le 
mécanisme de respiration via la nitrate réductase.48 
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Gusarov et al. ont mis en évidence que la production endogène de NO• participait à la 
protection de la bactérie contre différents antibiotiques, soit en dégradant l’agent cytotoxique, 
soit en réduisant le stress oxydant provoqué au sein de la bactérie.49,50 
 
Ensuite, NO• peut avoir des conséquences positives sur la cicatrisation et 
l’inflammation d’une plaie mais il est aussi impliqué dans les mécanismes de l’inflammation 
de certaines maladies.51 
 
Ainsi, NO• peut jouer des rôles très différents dans certaines maladies et cette 
dichotomie dépend de la concentration du radical. Selon les pathologies, une forte 
concentration en NO• n’entraînera pas forcément l’éradication de la maladie et, inversement, 
une plus faible concentration n’aura pas obligatoirement un effet malin.  
Ainsi, le monoxyde d’azote peut présenter de nombreuses applications biomédicales, 
résumées sur la Figure I-6, mais pour cela, sa concentration doit être mesurée et contrôlée. 
 
Figure I-6 : Les différentes applications biomédicales de NO• 
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I. 2. Techniques de détection du NO• 
 
La partie précédente a mis en évidence l’importance considérable de NO• ainsi que de 
sa concentration dans différents mécanismes biologiques. De nombreux groupes de recherche 
se sont attachés à développer des méthodes analytiques variées pour permettre la détection de 
NO• et une mesure précise de sa concentration.52,53 
Dans cette partie, l’intégralité des techniques analytiques ne sera pas présentée mais 
seulement certaines des plus couramment employées. A cause de sa courte durée de vie, 
certaines techniques utilisent la détection de sous-produits plus stables, issus de réactions avec 
NO• : ce sont des méthodes indirectes. Au contraire, les techniques permettant la détection du 
radical non transformé sont des méthodes directes. 
 
 
I. 2. 1- Méthodes indirectes  
 
I. 2. 1- a) La fluorescence 
 
Cette technique nécessite des molécules initialement peu ou non fluorescentes, qui le 
deviennent après réaction avec NO• ou avec un sous-produit de dégradation. L’intensité de 
fluorescence mesurée en spectroscopie est proportionnelle à la quantité de NO• présente dans 
le milieu.52 
 
Les diaminonaphtalènes (DAN) ou les diaminofluorescéines (DAF) sont des sondes 
fluorescentes utilisées pour la détection de NO•.  
 
Figure I-7 : Molécules utilisées pour la détection de NO• en fluorescence 
Les sondes de la famille des DAF réagissent sur un produit issu de la transformation 
de NO• en milieu aqueux qui est le trioxyde d’azote  N2O3, comme le montre la Figure I-8. 
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Figure I-8 : Réaction d’une donde DAF avec un produit d’oxydation de NO• 
 
I. 2. 1- b) La chimiluminescence 
 
Le principe de cette technique est similaire à celui de la fluorescence. La réaction 
chimique entre une molécule donnée et l’analyte entraîne une émission de lumière, qui est 
mesurée. Dans le cas de la détection du monoxyde d’azote, l’une des réactions utilisées en 
chimiluminescence implique l’ozone et la production de dioxyde d’azote dans son état excité. 
Son retour à l’état fondamental s’accompagne de l’émission d’un photon, qui est détecté : 
(1) NO•  +  O3  →  NO2•*  +  O2 
(2) NO2
•*  →  NO2•  + hν 
 
 
I. 2. 1- c) Le test de Griess 
 
Cette méthode est largement répandue pour la détection indirecte de NO• et la mesure 
de sa concentration par spectrophotométrie d’absorbance. En effet, elle est assez facile à 
mettre en œuvre et peut être utilisée en milieu biologique.54  
Cette méthode, proposée par Griess en 1879 56, est spécifique des ions nitrites NO2
-. 
Le monoxyde d’azote s’oxydant en nitrites en solution aqueuse, cette technique permet de 
mesurer indirectement la concentration en NO•.55,56 
 
 L’oxydation de NO• en NO2- se fait suivant les réactions suivantes : 
2 NO•  +  O2  →  2 NO2• 
NO2
•  +  NO•  →  N2O3 
N2O3  +  H2O  →  2 NO2-  +  2 H+ 
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La méthode actuelle est dérivée de celle proposée initialement par Griess. Les ions 
NO2
- issus de l’oxydation de NO• réagissent avec le sulfanilamide en milieu acide pour 
donner un intermédiaire diazonium, qui va ensuite former un colorant « azo » stable après 
réaction avec la N-(1-naphtyl)éthylènediamine, comme le montre la Figure I-9. 
 
Figure I-9 : Principe du test de Griess pour la détection de nitrites 
 
Ce colorant présente un maximum d’absorption vers 540 nm. Sa formation, preuve 
indirecte de la présence de NO• dans le milieu, peut donc être suivie par spectroscopie 
d’absorbance et la concentration en nitrites peut être déterminée. La limite de détection de ce 
test est de 2,5 µmol/L. 
Mais cette technique présente des inconvénients puisque la concentration en nitrites 
mesurée peut être sur- ou sous-estimée. En effet, la présence en solution de nitrites qui ne 
proviennent pas de l’oxydation de NO• peut fausser la valeur de concentration mesurée. De 
plus, les nitrates n’étant pas détectés par ce test, la concentration en NO3- issus de l’oxydation 
de NO• ou des NO2
- n’est pas mesurée. 
 
Il existe d’autres méthodes de spectrophotométrie d’absorbance utilisables pour la 
détection de NO•.  
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Par exemple, la réaction du monoxyde d’azote avec la déoxyhémoglobine est 
observable car la complexation de NO• avec le FeII de l’hémoglobine entraîne un décalage du 
maximum d’absorbance. Il passe de 433 nm pour la protéine seule à 406 nm.23 
hémoglobine-FeII  +  NO•  →  hémoglobine-FeII-NO• 
C’est notamment en utilisant cette technique qu’Ignarro a pu montrer que l’EDRF était 
en réalité NO•.23 
La réaction du monoxyde d’azote sur l’oxyhémoglobine permet également une 
détection par spectrophotométrie d’absorbance. Le fer (II) de l’hémoglobine est oxydé et des 
nitrates sont formés. 
hémoglobine-FeII-O2  +  NO
•  →  hémoglobine-FeIII  +  NO3- 
Dans ce cas, le changement d’absorption est dû à l’oxydation du fer.57 
 
 
I. 2. 2- Méthodes directes  
 
I. 2. 2- a) La résonance paramagnétique électronique 
 
La résonance paramagnétique électronique (RPE) est une méthode permettant la 
détection d’espèces présentant un ou plusieurs électrons non appariés.58 
Le principe de la RPE est similaire à celui de la RMN (résonance magnétique 
nucléaire) excepté le fait que ce sont les spins électroniques qui sont excités et non les spins 
nucléaires (cf Chapitre II p.102). 
NO• étant un radical, il peut être en principe détecté de façon directe par cette méthode 
spectroscopique. En réalité, sa détection n’est pas aisée car la limite de détection est comprise 
en 10 et 100 nM et car il présente une durée de vie trop courte. Pour résoudre ces problèmes, 
des piégeurs de spin (ou « spin traps ») sont utilisés. Leur rôle est de réagir avec NO• pour 
former des radicaux plus stables.59 
Les dithiocarbamates de fer sont communément utilisés comme piégeur de NO•, le 
fer(II) bas spin étant silencieux en RPE. Ils sont très utilisés car ils présentent des constantes 
de réactions avec NO• très importantes,  de 1,1.108 M−1.s−1 pour le Fe-proline-dithiocarbamate 
et 4,4.108 M−1.s−1 pour le Fe-N-dithiocarboxy-sarcosine par exemple. Le complexe Fe-N-
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méthyl-d-glucamine dithiocarbamate [FeII(MGD)2], dont la structure est présentée sur la 
Figure I-10, est très souvent utilisé pour la détection de NO•. 
 
Figure I-10 : Structure du complexe [Fe(MGD)2] 
 
De plus, le coefficient de diffusion de ces espèces étant faible, il n’y a pas ou peu de 
réactions secondaires. Ce type de molécules est donc très efficace pour piéger NO•. 
 
Les réactions de NO• avec la déoxyhémoglobine et l’oxyhémoglobine présentées 
précédemment dans l’utilisation de la spectrophotométrie d’absorbance peuvent être utilisées 
comme méthode de spin trap en RPE. L’hémoglobine est un assemblage de quatre sous-unités 
polypeptidiques, contenant un complexe hème par unité. L’hème est un complexe de fer, 
coordiné à un ligand porphyrine tétradente, dont une sous-unité est représentée sur la Figure 
I-11. 
 
Figure I-11 : Structure de la sous-unité porphyrinique de l’hème b 
 
 La réaction avec la déoxyhémoglobine entraîne la formation de nitrate et d’un 
complexe de fer (III) visible en RPE. Mais cette méthode n’est pas spécifique au NO•. La 
réaction avec l’oxyhémoglobine permet la formation rapide de complexe hémoglobine-NO•, 
détectable en RPE.60 
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I. 2. 2- b) Les méthodes électrochimiques 
 
Dans le cas du monoxyde d’azote, l’électrochimie est une technique permettant la 
détection directe de l’espèce. L’application d’un potentiel positif ou négatif à l’électrode 
engendre l’oxydation ou la réduction de NO•. Les échanges électroniques mis en jeu lors de 
ces réactions créent un courant qui est mesuré.  
 
En voltamétrie cyclique, les variations de courant d’une solution, suite à un balayage 
en potentiel, sont mesurées au cours du temps Ce courant résultant est la somme d’un courant 
capacitif dû à la résistance du montage (charge de l’électrode) et d’un courant faradique 
traduisant les échanges électroniques. Le voltamogramme obtenu présente des bandes 
caractéristiques de l’espèce analysée et permet de conclure sur le nombre d’électrons 
transférés lors des différents processus d’oxydo-réduction. Le processus cyclique renseigne 
sur la réversibilité des réactions d’oxydo-réduction.  
La voltamétrie en vague carrée, dérivée de la voltamétrie cyclique, est souvent une 
méthode complémentaire car elle permet de négliger le courant capacitif. 
 
 Les méthodes électrochimiques permettent également de mesurer la concentration de 
NO• en solution. En effet, le courant résultant des transferts électroniques est proportionnel à 
la concentration en NO•. 
Des potentiels de l’ordre de -0,5 à -1,4 V (vs Ag/AgCl) induisent la réduction du NO• 
en N2O2
2- par un mécanisme mettant en jeu deux électrons : 
2 NO•  +  2 e-  →  N2O22- 
Cette stratégie est peu utilisée car la réduction du dioxygène présent en milieux aqueux ou 
biologique interfère avec celle de NO•. De plus, ce type d’électrodes présente souvent une 
sensibilité faible.61 
L’électro-oxydation est la méthode la plus utilisée pour la mesure de la concentration 
en NO•. L’application de potentiels entre 0,6 et 0,9 V (vs Ag/AgCl) provoque l’oxydation de 
NO• en NO3
- par un transfert de trois électrons : 
NO•  →  NO+  +  e- 
NO+  +  OH-  →  H+  +  NO2- 
H+  +  NO2
-  →  NO3-  +  2 e-  +  3 H+ 
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L’oxydation des nitrites en nitrates dans la dernière étape est réalisée électrochimiquement.62 
Ainsi, la totalité des nitrites présents dans le milieu, y compris ceux ne provenant pas de 
l’oxydation de NO•, sont mesurés. Pour éviter la surestimation de la concentration, certaines 
électrodes sont recouvertes de membranes assurant la sélectivité de la mesure. Par exemple, 
le Nafion®, polymère fluoré chargé négativement, évite l’interférence d’espèces anioniques 
telles que les nitrites. 
 
Figure I-12 : Structure du polymère Nafion® utilisé comme membrane spécifique en 
électrochimie 
 
Différents types d’électrodes sont aujourd’hui sur le marché pour la détection 
spécifique de NO•. Les compagnies Innovative Instruments Inc. et World Precision 
Instruments, par exemple, propose diverses électrodes spécifiques comportant des membranes 
permettant uniquement la diffusion du gaz NO•. Certaines d’entre elles sont utilisables in vivo, 
afin de mesurer la concentration de NO• directement chez la souris ou le rat.63 
 
 
I. 3. Sources exogènes de NO• 
 
D’après les parties précédentes, le monoxyde d’azote peut être utilisé pour différentes 
applications thérapeutiques comme les traitements anticancéreux ou antimicrobiens. Dans ces 
deux cas, selon la concentration de NO•, l’effet peut être bénéfique ou délétère en induisant le 
développement ou la mort des cellules. Ainsi il est réellement important de synthétiser des 
donneurs de NO• capables de libérer le radical à sa cible thérapeutique. Le contrôle de la 
concentration de NO• fournie est indispensable pour obtenir l’effet escompté. Plusieurs 
sources exogènes de NO• décrites dans la littérature sont présentées dans cette partie. 
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I. 3. 1- Molécules organiques  
 
 Les premiers donneurs de NO• qui ont été développés étaient des composés 
organiques. Les plus communément utilisés sont des molécules organiques à base de nitrates 
(nitrates organiques), présentant le groupement R-ONO2.  
La trinitroglycérine (GTN) en est l’exemple le mieux étudié et est indiqué dans le 
traitement de l’hypertension pulmonaire depuis les années 1880. La GTN, qui possède trois 
fonctions nitrates, ne peut libérer qu’une seule molécule de NO•, par réduction ou par réaction 
enzymatique. Le PETN et l’ISMN ont également des effets sur la vasodilatation.64 
Quelques donneurs de NO• de cette classe sont représentés sur la Figure I-13. 
 
Figure I-13 : Exemples de donneurs de NO• à base de nitrates 
 
Les nitrites organiques ont également été étudiés. Ils présentent de meilleures 
propriétés vasodilatatrices, mais sont moins stables en milieu aqueux.65 
 
Figure I-14 : Exemples de donneurs de NO• à base de nitrites 
 
 
Les diazéniumdiolates, ou NONOates, sont d’autres systèmes organiques capables de 
libérer NO•. Ils sont utilisés depuis des années pour l’inhibition de l’agrégation plaquettaire et 
de la coagulation sanguine et également pour leurs propriétés vasodilatatrices. Ces NONOates 
se décomposent spontanément, en milieu aqueux à pH et température physiologiques, pour 
libérer deux équivalents de NO•.66,67 La réaction de libération de NO• est détaillée sur la 
Figure I-15. 
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Figure I-15 : Réaction de libération de NO• par les NONOates 
 
Malgré l’utilisation répandue de ces molécules dans les traitements vasodilatateurs, 
leur propriété de donneur spontané de NO• en milieu physiologique en fait de mauvais 
candidats pour des applications thérapeutiques ciblées. Premièrement, la concentration de NO• 
libérée n’est pas contrôlée : elle peut donc entraîner des effets délétères. La localisation de la 
libération n’est pas non plus maîtrisée. De plus, en condition physiologique, la 
biodisponibilité de ces molécules n’est pas très importante. Des réactions biochimiques ou 
enzymatiques peuvent avoir lieu et diminuer la concentration effectivement disponible pour le 
traitement. Ces médicaments ne peuvent donc pas être utilisés pour des traitements 
anticancéreux ou antimicrobiens. 
 
L’objectif est donc de proposer des systèmes capables de libérer NO• de façon 
contrôlée. La synthèse de systèmes photoactifs, libérant le radical toxique avec une 
concentration contrôlée et dans une zone ciblée, constitue une méthode de choix pour des 
applications thérapeutiques ciblées comme notamment pour la chimiothérapie photoactivée. 
 
 
I. 3. 2- La thérapie photodynamique (PDT)  
 
 La thérapie photodynamique est une technique de photothérapie dans laquelle une 
molécule, appelée photosensibilisateur, est excitée par irradiation lumineuse.68 Le 
photosensibilisateur ne présente aucune toxicité sans irradiation, mais son excitation en 
présence de dioxygène provoque la destruction sélective de cellules dans la zone d’irradiation.  
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Figure I-16 : Principe de la photothérapie (d’après http://photoimmune.org/photodynamic-
therapy/#imageclose-418) 
 
Sous irradiation, le photosensibilisateur passe de son état fondamental S0 à un état 
excité singulet S1 de courte durée de vie. Par croisement intersystème, cet état S1 se désexcite 
vers un état triplet T1. Deux mécanismes sont ensuite possibles. 
Le mécanisme de type I implique un transfert d’électron(s) ou d’atome(s) d’hydrogène 
entre le photosensibilisateur et un substrat (molécule biologique, solvant ou autre 
sensibilisateur). Cela induit la formation de radicaux, qui vont ensuite réagir avec le 
dioxygène pour former des espèces réactives de l’oxygène (ROS). Ces ROS provoquent un 
important stress oxydant chez les cellules traitées. 
Le mécanisme de type II implique un transfert d’énergie entre le photosensibilisateur 
dans son état triplet excité T1 et le dioxygène (dans son état fondamental triplet). Ainsi, de 
l’oxygène singulet 1O2 est généré et il peut induire également un stress oxydant comme 
réponse biologique.69 
Ces mécanismes sont schématisés sur le diagramme de Jablonski70 de la Figure I-17. 
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Figure I-17 : Mécanismes de la PDT (adapté d’après G.M. Fioramonti Calixto, Molecules, 2016, 
21(3), 342) 
 
Ces stress oxydants peuvent être induits chez les cellules eucaryotes et procaryotes. Ils 
provoquent des dommages à l’ADN et aux protéines. La membrane cytoplasmique peut 
également être endommagée entraînant une fuite du contenu cellulaire ou une inactivation du 
transport transmembranaire par les enzymes. La PDT peut donc trouver des applications en 
thérapie anticancéreuse ainsi que dans des traitements antibactériens. 
 
La PDT est déjà utilisée comme traitement dans les hôpitaux. De nombreux 
photosensibilisateurs ont été mis sur le marché et un encore plus grand nombre est encore en 
phase clinique. Par exemple, le Photofrin®, dont la structure est représentée sur la Figure I-
18, est utilisé pour traiter différents cancers (œsophage, poumon, vessie). L’ensemble de ces 
molécules est intéressant car elles ne sont pas toxiques pour les cellules humaines et animales 
et sont capables de s’accumuler dans les tumeurs. 
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Figure I-18 : Structure de photosensibiliseurs en PDT utilisés en thérapie ou en phase clinique 
de développement (d’après Hamblin et al., Photochem. Photobiol. Sci., 2004, 3, 436-450) 
 
Les applications sont en effet variées puisque l’irradiation de diverses zones du corps 
humain est possible pour des thérapies anti-cancéreuses : la peau (Figure I-21, image a)), les 
yeux, la poitrine (Figure I-19, image b)), les poumons, mais également le pancréas, la 
prostate ou la langue.71 
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Figure I-19 : Applications médicales de la PDT sur (a) la peau et (b) la poitrine (d’après S. 
Bonnet, Dalton Trans., 2018, 47, 10330-10343) 
 
 
La PDT est également utilisée pour éradiquer des micro-organismes. Des molécules 
comme le bleu de méthylène ou le rose bengal72,73 ont montré des propriétés antimicrobiennes 
sous irradiation. La macromolécule poly-L-lysine chlorine (e6)74, constituée de plusieurs 
acides aminés lysine, a été utilisée pour améliorer la cicatrisation d’une plaie infection par P. 
aeruginosa chez la souris. 
 
La chimie de coordination est également une source de photosensibilisateurs. 
 En 2014, le groupe de recherche de G. Gasser présente deux complexes de ruthénium 
utilisés comme photosensibilisateurs.75 Ces derniers, composés de ligands polypyridyl 
(Figure I-20), permettent la production d’oxygène singulet sous irradiation à 420 nm. 
 
Figure I-20 : Structures de complexes de ruthénium utilisés comme photosensibilisateurs en 
PDT 
Ces complexes, non toxiques dans l’obscurité, présentent des propriétés phototoxiques 
importantes sur les cellules cancéreuses HeLa avec un IC50 de 620 nM pour (1) et de 15 µM 
1 2 
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pour (2). Ces photosensibilisateurs permettent aussi une inactivation quasiment totale de 
bactéries comme S. aureus et E. coli sous irradiation à 380-480 nm. 
 
Bertiaume et al. ont appliqué la PDT antimicrobienne in vivo en étudiant l’effet d’un 
complexe porphyrinique d’étain sous irradiation sur une plaie infectée par Pseudomonas 
aeruginosa chez la souris.76 
 
La PDT appliqué au traitement antimicrobien peut être mentionnée PDI (Inactivation 
Photodynamique), aPDT (« Antimicrobial Photodynamic Therapy ») ou PACT pour 
« Photodynamic Antimicrobial Chemotherapy ». Ce dernier acronyme ne doit pas être 
confondu avec la chimio-thérapie photoactivée présentée dans le paragraphe suivant. 
 
Mais la PDT n’est pas toujours un traitement adapté car il requiert l’intervention 
d’oxygène. D’après la littérature, les tumeurs cancéreuses sont souvent hypoxiques, cela 
signifie que la zone tumorale est privée d’oxygène. De même, certaines bactéries ou micro-
organismes se développent dans des conditions anaérobies. Dans de tels cas, la PDT n’est pas 
une solution et la chimiothérapie photoactivée peut être une bonne alternative. 
 
 
I. 3. 3- La chimiothérapie photoactivée (PACT) 
 
La chimiothérapie photoactivée (PACT) est une technique thérapeutique dans laquelle 
une prodrogue inactive est excitée par irradiation lumineuse. La prodrogue ne présente aucune 
toxicité dans l’obscurité, mais l’irradiation de la molécule à une longueur d’onde spécifique 
provoque la destruction sélective des cellules dans la zone d’irradiation. 
Sous irradiation, la molécule passe de son état fondamental à un état excité, de courte 
durée de vie. Le retour à l’état fondamental a lieu avec une modification de la structure de la 
prodrogue.  
 
Après la découverte du cis-diamminedichloroplatine cis-[PtII(NH3)2Cl2] et de son effet 
anticancéreux, la chimie de coordination pour la médecine s’est considérablement 
développée. En effet, de nombreux complexes à base de métaux de transition (Fe, Ru, Cr) ont 
été synthétisés et étudiés pour leurs propriétés biomédicales.77,78 
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Ainsi, dans les années 1990, Morrison propose un complexe de rhodium 
photoactivable : [RhIII(bpy)2Cl2]Cl.
79 Depuis, les chimistes de coordination ne cessent de 
synthétiser de nouveaux complexes inorganiques car ils présentent des propriétés 
photochimiques intéressantes et sont de potentiels candidats pour des applications en PACT.71 
 
Il existe différents types de composés avec différents mécanismes. Le premier type 
regroupe les composés constitués de platine PtIV ou de cobalt CoIII qui peuvent être 
photoréduits dans le milieu biologique pour former des espèces à base de PtIII ou de CoII qui 
sont toxiques. Ensuite, le second groupe est celui des complexes à métaux de transition qui  
présentent souvent des propriétés photophysiques intéressantes, avec dissociation de ligand. 
Parmi eux, le ruthénium est utilisé depuis des décennies pour former des complexes 
présentant une activité anticancéreuse.80,81,82,83,84,85,86 La dernière classe est celle des composés 
dont une liaison C-C peut être rompue sous irradiation. 
 
La synthèse de complexes de coordination capables de libérer le monoxyde d’azote 
sous irradiation est donc une voie prometteuse en PACT. Le contrôle de l’intensité et du 
temps de l’irradiation ainsi que de la zone permet ainsi de délivrer une concentration idéale en 
NO• de façon ciblée. 
 
Figure I-21 : Libération de NO• par irradiation du complexe [M-NO] 
 
 
 
 
 
  
hν
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I. 4. Complexes de métaux de transition à ligand nitrosyle 
 
I. 4. 1- La liaison métal-nitrosyle 
 
Dans un complexe métallique, le ligand nitrosyle se lie généralement par l’atome 
d’azote pour former la liaison M-N-O. D’autres configurations peuvent être obtenues par 
irradiation de complexes photochromes. Ces configurations correspondent à des états 
métastables dans lesquels le ligand nitrosyle s’est isomérisé en isonitrosyle (liaison M-O-N) 
ou a fait une rotation de 90° pour atteindre une géométrie coudée. 87,88,89,90 
 
Selon le diagramme d’orbitales moléculaires, deux composantes interviennent dans la 
liaison M-N-O. La première est la donation de la densité électronique du ligand nitrosyle au 
métal par le doublet non liant porté par l’atome d’azote : M←NO. La seconde composante est 
due au caractère π-accepteur du ligand nitrosyle : la densité électronique des orbitales dπ du 
métal est délocalisée vers l’orbitale anti-liante π* du ligand. Il s’agit du phénomène de rétro-
donation : M→NO.26 Ces composantes de la liaison M-N-O sont représentées sur la Figure I-
22. 
 
Figure I-22 : Composantes orbitalaires de la liaison M-N-O 
 
 Ceci est la description générale de la liaison. En effet, elle peut être perturbée par la 
nature du métal et des ligands secondaires puis par l’état d’oxydation du ligand nitrosyle. 
 
Le ligand nitrosyle peut se présenter sous trois états d’oxydation différents : NO+, NO• 
et NO-. L’angle M-N-O est proche de 180° et la conformation est linéaire dans les complexes 
contenant le fragment NO+. Au contraire, dans le cas de NO-, la conformation est coudée avec 
un angle M-N-O d’environ 120°. Les deux conformations sont représentées sur la Figure I-
23. 
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Figure I-23 : Les deux géométries possibles de la liaison M-N-O 
 
En spectroscopie infrarouge, une évolution de la fréquence d’élongation de la liaison 
N-O est observable entre le monoxyde d’azote libre et le coordiné. Le NO• libre présente une 
fréquence d’élongation à 1875 cm-1. Dans les complexes à fragment M-N-O linéaire, la 
fréquence νNO varie entre 1950 et 1450 cm-1 et entre 1720 et 1400 cm-1 pour des complexes 
contenant le fragment coudé. Ces domaines de fréquences étant larges, la mesure de la 
fréquence d’élongation de la liaison ne permet pas de déterminer la géométrie du fragment M-
N-O avec certitude.26 
Afin de simplifier la description de ces systèmes et d’éviter d’avoir à déterminer le 
degré d’oxydation du métal et du ligand nitrosyle, la notation d’Enemark et Feltham est 
utilisée. Il s’agit de décrire les trois structures électroniques du complexe à ligand nitrosyle 
sous la forme {M-NO}n, où n représente le nombre d’électrons présents dans les orbitales d 
du métal et dans l’orbitale π* du ligand nitrosyle.91 
  
Ainsi, les complexes de ruthénium à ligand nitrosyle notés {Ru-NO}6 peuvent avoir 
deux structures différentes : [RuII-NO+] ou [RuIII-NO•]. Dans le premier cas, le métal compte 
six électrons dans sa couche d et le ligand nitrosyle n’en compte pas ; dans la seconde 
structure, le ruthénium possède cinq électrons et le ligand un dans son orbitale π.  
 
 
I. 4. 2- Libération de NO• par les complexes [M-NO] 
 
Les complexes de métaux de transition sont connus dans la littérature pour présenter 
des propriétés photochimiques.92 Certains ont donc été étudiés pour leur capacité à libérer 
NO• sous irradiation et particulièrement les complexes à base de Fe, Mn, Cr et Ru.93,94,95 En 
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effet, la plupart de ces complexes sont stables thermiquement et réagissent seulement sous 
irradiation.  
 
Le radical NO• peut être libéré à partir de complexes à ligand nitrosyle ou à ligand 
nitro comme le cis-[RuII(NO2)L(bpy)2]
+ où bpy représente le ligand 2,2’-bipyridine et L les 
ligands pyridine, 4-picoline ou pyrazine.96 
 
La photolibération de NO• peut également se faire à partir de complexes métalliques 
possédant un ligand nitrite. La liaison O-N est rompue suite à l’irradiation et le NO• est libéré 
(cf Figure I-24).  
 
Figure I-24 : Photolibération de NO à partir d’un complexe [LnM(ONO)] 
 
Mais souvent, la libération de nitrites en solution est également observée, ce qui diminue 
l’efficacité de cette technique. 
 
Dans la suite de ces travaux, seuls les complexes à ligand nitrosyle seront considérés. 
 
 
L’efficacité de photolibération de NO• est donnée par le rendement quantique de NO• 
ΦNO, qui représente le rapport entre le nombre de molécules de NO• libérées sur le nombre de 
photons absorbés par le complexe par unité de temps et de volume (cf Annexe 5 p.320). Il 
dépend de la longueur d’onde d’irradiation et de la nature des ligands secondaires. 
 
 
I. 4. 2- a) Exemple de complexes [Fe-NO] 
 
Les complexes de fer à ligand nitrosyle sont très nombreux dans la littérature. En effet, 
le fer étant l’un des principaux métaux naturellement présents dans l’organisme, ces 
complexes sont potentiellement biocompatibles. Ainsi, le nitroprussiate de sodium est un 
médicament couramment administré pour abaisser rapidement la pression sanguine lors de 
crises d’hypertension. Ce complexe, dont la structure est représentée sur la Figure I-25, est 
assez stable en milieu physiologique et libère NO• par action de l’irradiation.  
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Figure I-25 : Structure du complexe [Fe(CN)5NO]2- 
 
La photolibération de NO• est accompagnée de la libération d’ions cyanures toxiques. 
Les traitements par le SNP sont donc combinés à l’administration de thiosulfate de sodium 
Na2S2O3 pour former des thiocyanates éliminés naturellement par l’organisme.66  
 
 Les sels de Roussin sont des complexes multi-métalliques de fer comportant plusieurs 
ligands nitrosyle. Les structures du RRS (Roussin’s Red Salt) et du RBS (Roussin’s Black 
Salt) sont représentées sur la Figure I-26. 
 
Figure I-26 : Structures des sels de Roussin 
 
Ils sont connus depuis le XIXe siècle mais leurs propriétés photochimiques n’ont été 
étudiées que récemment. Ils sont hydrosolubles et leurs spectres d’absorption présentent une 
bande dans le visible. 
Le rendement quantique de NO• du RRS dans l’eau sous irradiation dans la zone 313-
546 nm est de ΦNO = 0,07. En présence d’oxygène, le RRS peut se transformer en RBS. Le 
RBS, qui est moins photo-réactif, donne deux intermédiaires sous irradiation, lesquels 
réagissent à nouveau avec le monoxyde d’azote libéré pour reformer le complexe de départ. 
Le rendement quantique de NO• est donc moins important dans ce cas.97,98 
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I. 4. 2- b) Exemple du complexe [Mn(PaPy3)NO]ClO4 
 
Les  complexes de manganèse à ligand nitrosyle {Mn-NO}6 sont aussi des complexes 
photoréactifs capables de libérer NO• sous irradiation. Le complexe [MnII(PaPy3)NO]ClO4, 
avec son ligand pentadente, présente une structure {MnII-NO•}. Il libère NO• dans différents 
solvants et sous irradiation par une lampe au tungstène.99 La photoréaction est présentée sur la 
Figure I-27. 
 
Figure I-27 : Photolibération de NO• à partir du complexe [MnII(PaPy3)NO]ClO4 (d’après Ghosh 
et al., Inorg. Chem., 2004, 43, 2988-2997) 
Dans l’eau, le ligand nitrosyle est remplacé par une molécule d’eau dans la sphère de 
coordination du Mn. Lorsque la photolyse est réalisée dans l’acétonitrile, c’est une molécule 
de CH3CN qui se coordine au métal suite au départ de NO
•. De manière générale, le 
photoproduit présente donc une molécule de solvant à la place du ligand nitrosyle. 
 
 
I. 5. Complexes de ruthénium à ligand nitrosyle 
 
Les complexes de ruthénium constituent une part importante des complexes à ligand 
nitrosyle décrits dans la littérature. En effet, contrairement aux complexes de fer, de 
manganèse ou de chrome qui présentent parfois une instabilité thermique, en milieu aqueux 
(hydrolyse) ou une toxicité, les complexes {RuNO}6 décrits sont généralement stables à 
température ambiante dans les conditions physiologiques.  
Ce sont ces complexes qui seront étudiés dans ces travaux de thèse. 
 
Selon Rose et Mascharak, la plupart des complexes de ruthénium à ligand nitrosyle de 
la forme [RuL5NO] de configuration {Ru-NO}
6 peuvent être décrits par la structure 
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[RuIINO+]. La photolibération est due à un transfert de charge d’une orbitale occupée d’un 
ligand ou du fragment [RuLn] vers une orbitale vacante anti-liante du ligand nitrosyle.
15 
Comme pour les complexes à base de manganèse, la réaction de photolibération de 
NO• s’accompagne d’un remplacement de ce ligand par une molécule de solvant. En 
revanche, dans ce cas, le ligand nitrosyle NO+ est réduit en NO• et le RuII est oxydé en RuIII. 
L’équation de la réaction de photolibération de NO• par ces systèmes est donc la suivante : 
[RuIIL5NO
+]n+  +  solvant  
ℎ𝑣
→   [RuIIIL5(solvant)]n+  +  NO• 
 
Les premiers complexes étudiés ont été les complexes [RuIICl5NO]
2- et [RuCl3NO] par 
Cox et al. en 1971.  
 
Figure I-28 : Structures des complexes de ruthénium à ligands nitrosyle et chloro 
 
Le photoproduit obtenu a été caractérisé par spectroscopie infrarouge : la disparition 
de la bande relative à l’élongation de la liaison N-O confirme la libération du monoxyde 
d’azote. L’étude par RPE de ce photoproduit en 1983 met en évidence la présence d’une 
espèce paramagnétique (RuIII). La structure de ce photoproduit est [RuIIICl5(H2O)]
2-. En 1996, 
Trentham et al. ont mesuré les rendements quantiques de NO• de ces deux complexes. 
[RuIICl5NO]
2- a un rendement quantique de NO• de 0,06 sous irradiation à 355 nm dans l’eau. 
[RuCl3NO], qui existe principalement sous forme de dimère, a un rendement quantique plus 
faible, de 0,012 dans les mêmes conditions. 
En revanche, les ligands chloro peuvent aisément être substitués par des molécules 
d’eau en milieu physiologique. De plus, les complexes de ruthénium (II ou III) à ligand H2O 
peuvent se lier aux sites basiques de molécules biologiques comme l’ADN.100 Ces réactions 
non contrôlées peuvent avoir des effets délétères. 
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De nouveaux complexes de ruthénium avec des ligands amine ont été synthétisés, 
notamment par Franco et al. Les rendements quantiques de NO• de complexes du type 
[Ru(NH3)4(X)(NO)]
3+ ont été mesurés à pH acide. 
 
Figure I-29 : Structure des complexes [Ru(NH3)4(X)(NO)]3+ étudiés par Franco et al. 
 
La nature du ligand X en trans du nitrosyle a une influence sur la valeur du rendement 
quantique. Ainsi lorsque X=NH3, ΦNO=0,17 mais lorsque X=P(OEt)3, ΦNO augmente jusqu’à 
une valeur de 0,30.16 Cette étude montre l’influence que peuvent avoir les ligands 
périphériques sur la photolibération de NO• et particulièrement le ligand en trans du ligand 
nitrosyle dans des complexes octaédriques de {Ru-NO}6. 
 
De même, le trans [RuII(py)4Cl(NO)]
2+ présente des propriétés photophysiques 
importantes. Il présente un rendement quantique ΦNO de 0,0016 à 455 nm101,102, ce qui est 
assez faible. En revanche, ce complexe présente des propriétés photochromes intéressantes. 
En effet, sous irradiation à 476 nm, la ligand nitrosyle s’isomérise pour donner le complexe 
trans [RuII(py)4Cl(ON)]
2+.103  
 
Afin d’améliorer la stabilité du complexe en milieu biologique, les complexes 
monodentes sont remplacés par des complexes liés plusieurs fois avec le centre métallique 
(polydentes). 
 
 
I. 5. 1- Complexes [Ru-NO] à ligand 2,2’-bipyridine 
 
Les ligands polydentes sont intéressants puisqu’ils sont de meilleurs ligands : ils sont 
plus stables vis-à-vis de réactions de substitution et peuvent également permettre d’améliorer 
la solubilité du complexe en milieux aqueux et biologique. 
Il existe des ligands bidentes, comme la 2,2’-bipyridine qui présente deux sites azotés 
permettant la liaison au centre métallique.  
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Figure I-30 : Structure du ligand 2,2’ bipyridine  
 
Silva et al. ont synthétisé des complexes de ruthénium à ligand bipyridine de type cis 
[Ru(bpy)2(L)NO](PF6)3 où L représente les ligands pyridine, 4-picoline ou 4-acétylpyridine. 
Les rendements quantiques de NO• de ces complexes en solution tamponnée à pH 2 et sous 
irradiation à 355 nm sont de 0,17, 0,16 et 0,07 respectivement. Cette étude leur a également 
permis de conclure sur l’effet donneur de ce ligand L : plus L est π-accepteur, moins bon est 
le rendement quantique de NO•.104 
De plus, le complexe cis [Ru(bpy)2ClNO](PF6)3, a été synthétisé au sein de l’équipe 
d’Isabelle Malfant du LCC. Avec un ligand donneur comme le chloro, le rendement quantique 
de libération de NO• est de 0,70.105 
 
  
I. 5. 2- Complexes [Ru-NO] à ligand tridente 
 
Les ligands tridentes comme la 2,2’:6’,2’’-terpyridine (terpy) ont été utilisées par 
Karidi et al. en 2005 pour la formation de complexes à ligand nitrosyle. Le complexe cis 
(Cl,Cl)-[Ru(terpy)Cl2NO]Cl présente une bande d’absorption à 349 nm correspondant à un 
transfert de charge des orbitales d du métal vers l’orbitale π* du ligand nitrosyle. L’excitation 
de cette transition permet la libération de NO• dans l’acétonitrile106, selon la réaction : 
cis (Cl,Cl)-[Ru(terpy)Cl2NO]
+  + CH3CN    
ℎ𝑣
→   [Ru(terpy)Cl2(CH3CN)]+  +  NO•. 
Dans l’équipe du LCC, les complexes trans (Cl,Cl)- et cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6, à 
ligand terpyridine substitué par un fluorène, ont été synthétisés107.  
 
Figure I-31 : Structures des trans (Cl,Cl)- et cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 
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  La capacité de photolibération de NO• de ces deux isomères a été mise en évidence à 
l’aide du test de Griess. En effet, sous irradiation à 405 nm dans un mélange équivolumique 
de réactif de Griess (dans l’eau) et d’acétonitrile, les bandes caractéristiques du fragment Ru-
NO (389 nm pour le cis (Cl,Cl)- et 414 nm pour le trans (Cl,Cl)-) diminuent et une large 
bande avec un maximum d’absorption vers 510 nm apparaît. Cette bande, qui n’apparait pas 
dans l’obscurité, est caractéristique du colorant « azo » formé par le réactif de Griess en 
présence de nitrites. Une étude électrochimique en voltamétrie cyclique a permis d’observer la 
disparition des bandes attribuées aux couples redox de NO• ainsi que l’apparition d’une bande 
correspondant au couple RuII/RuIII en réduction.107 Le processus de photolibération est donc : 
[RuIIFTCl2NO]
+  +  CH3CN   
ℎ𝑣
→   [RuIIIFTCl2(CH3CN)]+  +  NO•. 
 
D’autres complexes ont également été étudiés au sein de l’équipe. Le ligand 
terpyridine a été substitué par un groupement phényle et l’évolution du rendement quantique 
de NO• a été observée.  
 
Figure I-32 : Structures des complexes [Ru(R-Phterpy)Cl2NO]+ 
L’étude a été réalisée pour quatre substituants différents : R= NO2, H, Br, O-CH3. 
Dans tous les cas, l’isomère cis (Cl,Cl)- présente un rendement quantique de NO• supérieur à 
son isomère trans (Cl,Cl)-. Ceci est dû à la présence d’un ligand chloro avec un meilleur 
caractère donneur en trans du nitrosyle dans le cas du cis (Cl,Cl)- que la pyridine pour le 
trans (Cl,Cl)-. Ensuite, il a été difficile de trouver une tendance d’évolution du ΦNO selon le 
caractère électro-attracteur ou électro-donneur du groupement R, suggérant que l’explication 
du mécanisme de photolibération de NO• est plus complexe qu’un simple transfert de charge 
du ligand vers le fragment Ru-NO.108 
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 Galvão de Lima et al. ont présenté en 2006 des complexes constitués d’un ligand 
bidente (2,2’-bipyridine ou quinone-diimine) et d’un ligand tridente (2,2’:6’,2’’-
terpyridine).109  
 
Figure I-33 : Complexes [Ru(terpy)LNO]3+ 
Le rendement quantique de NO• est influencé par la nature du ligand bidente. Le 
rendement quantique de NO• sous irradiation à 355 nm en milieu acide, passe de 0,14 pour le 
[Ru(terpy)(bpy)NO]3+ à 0,47 pour le [Ru(terpy)(NH.NHq)NO]3+. L’augmentation du 
rendement quantique dans le second cas serait due à l’importante délocalisation électronique 
dans NH.NHq qui favoriserait la rétro-donation du métal vers le ligand nitrosyle. 
 
 
I. 5. 3- Complexes [Ru-NO] à ligand tétradente 
 
Le ligand tétradente le plus intéressant est la porphyrine. En effet, c’est une molécule 
macrocyclique biosynthétisée par l’organisme. 
                                          
Figure I-34 : Structures de la porphyrine et du dérivé porphyrinique formant l’hème 
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Il existe différents dérivés porphyriniques bien connus puisque l’un d’entre eux, la 
protoporphyrine IX, se combine au fer pour former l’hème, qui est un composant 
indispensable à l’hémoglobine. On trouve également ce ligand coordiné au cobalt dans la 
cobalamine, plus connue sous le nom de vitamine B12. 
Lim et al. ont étudié les capacités de photolibération de NO• par ces complexes de 
ruthénium à ligand porphyrinique TPP (tétraphénylporphyrine) ou OEP 
(octaéthylporphyrine). Que le sixième ligand soit un chloro ou un nitro, la photolibération est 
réversible, ce qui fait que NO• réagit sur le photoproduit pour reformer le complexe de départ. 
Ces complexes ne sont donc pas idéaux pour les applications recherchées. 
 
Cet inconvénient concerne aussi les complexes contenant des bases de Schiff comme 
ligands. Les ligands salen (N,N’-bis(salicylidene)éthylènediamine) et salophen (N,N’-
bis(salicylidene)o-phénylènediamine) se lient au métal par les doublets non liants des atomes 
d’azote et d’oxygène.  
 
Figure I-35 : Structures des ligands salen et salophen 
Par exemple, le complexe [RuII(salen)(Cl)NO] présente un rendement quantique de 
NO• de 0,13 à 365 nm dans l’acétonitrile mais la réaction est réversible, avec une constante de 
vitesse de 5.10-4 mol.L-1.s-1. La substitution du ligand chloro par des ligands moins σ-
donneurs fait chuter le rendement quantique et, bien que la constante de vitesse de la réaction 
retour du NO• sur le photoproduit soit plus faible que dans le cas des porphyrines, cela fait de 
ces complexes de moins bons candidats pour la PACT.110,111 
 
 
Mais les ligands tétradentes n’ont pas tous ces conséquences négatives. L’étude sur les 
complexes à ligand dérivé du 1,2-bis(pyridine-2-carboxamido)-benzène (bpb) par le groupe 
de Mascharak a permis de montrer l’influence de la conjugaison des ligands. En effet, en 
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substituant les ligands bpb par une quinoline ou une isoquinoline, qui sont des systèmes où la 
délocalisation des électrons π est importante, le rendement quantique de NO• a augmenté et 
les composés absorbent dans le visible (475 nm).112,17 
 
 
Figure I-36 : Rendements quantiques de NO• pour les complexes à ligand tétradente 
dicarboxamide (d’après Fry et al., Inorg. Chem., 2011, 50, 317-324) 
 
 
De plus, Patra et al. ont étudié la substitution du ligand chloro par une pyridine pour 
former le complexe [RuII(Me2bpb)(py)(NO)]. La mesure des constantes de vitesses des 
réactions de libération de NO• ont montré que la présence d’un ligand Cl en trans du ligand 
nitrosyle favorise la photolibération du monoxyde d’azote par rapport à la pyridine.113 
 
 
I. 5. 4- Complexes [Ru-NO] à ligand pentadente 
 
Une série de complexes de ruthénium constitués d’un ligand nitrosyle et d’un ligand 
pentadente a été synthétisée par le groupe de Mascharak. Les ligands utilisés sont des dérivés 
de carboxamides : le ligand PaPy3 (N,N-bis(2-pyridylméthyl)amine-N-éthyl-2-pyridine-2-
carboxamide) et le PaPy2Q (N,N-bis(2-pyridylméthyl)amine-N-éthyl-2-quinaldine-2-
carboxamide). 
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Figure I-37 : Structures des complexes à ligands dérivés carboxamides : (a) PaPy3H et (b) 
PaPy2QH 
 
Dans le complexe (b), un fragment quinoline a été greffé sur le ligand PaPy3 afin 
d’apporter une délocalisation électronique plus importante. Ainsi la comparaison des 
rendements quantiques de NO• permet de conclure sur l’influence de la conjugaison des 
ligands. Sous irradiation à 410 nm, le rendement quantique passe de 0,05 pour le 
[RuPaPy3NO]
2+ à 0,17 pour le [RuPaPy2QNO]
2+.114 
De plus, avec ces ligands, il n’y a pas de réaction-retour du photoproduit sur le NO•. 
 
 
I. 6. Optimisation de la photolibération de NO• pour la PACT 
 
D’après les parties précédentes, un complexe de ruthénium à ligand nitrosyle pour des 
applications en PACT doit vérifier plusieurs propriétés pour garantir l’efficacité du traitement. 
Pour des applications anticancéreuses, les complexes peuvent être vectorisés pour un meilleur 
ciblage des tumeurs. Mais ces complexes doivent être solubles et stables en milieu 
physiologique dans l’obscurité, pour libérer NO• de façon efficace quand la zone à traiter est 
irradiée. 
 
 
I. 6. 1- Interactions lumière-tissus 
 
La plupart des complexes à ligand nitrosyle décrits dans la littérature sont capables de 
libérer NO• sous irradiation dans l’UV. Même si certains tissus, comme les yeux ou la vessie, 
peuvent être irradiés dans les domaines bleus et verts, les muscles, par exemple, absorbent ces 
longueurs d’onde et nécessitent une irradiation dans le rouge ou le proche infrarouge.71 
Dans la fenêtre thérapeutique, entre 600 et 1300 nm, les constituants des tissus 
n’absorbent pas ou peu. Dans le domaine ultraviolet, ce sont principalement les protéines, 
(a) (b) 
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l’ADN et la mélanine qui absorbent. L’hémoglobine et la myoglobine absorbent dans le 
visible. Dans l’infrarouge, ce sont principalement l’eau et les collagènes qui présentent des 
coefficients d’extinction molaire importants.115,116 La Figure I-38 représente les spectres 
d’absorption de ces différents composants biologiques et la fenêtre thérapeutique. 
 
 
Figure I-38 : Spectres d’absorbance des différents composants biologiques (d’après Lyons et al., 
Cold Spring Harb. Protoc., 2013, 8, 685-699) 
 
Aussi, des longueurs d’onde plus élevées permettent de traverser la plupart des tissus 
et ainsi d’activer les complexes donneurs de NO•. Une irradiation dans le proche infrarouge 
(NIR) permet d’atteindre le muscle alors qu’une irradiation dans le visible à 450 nm ne 
pénètre dans les tissus que sur 0,2 mm. 
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Figure I-39 : Profondeur de pénétration des différentes longueurs d’onde d’irradiation à travers 
la peau (d’après Ash et al., Lasers Med Sci, 2017, 32, 1909–1918) 
Ainsi, les traitements par PACT peuvent être utilisés sur des tumeurs ou des infections 
jusqu’à une profondeur de 5 mm dans les tissus. De plus, à de telles longueurs d’onde, 
l’énergie de l’irradiation n’est pas assez forte pour causer des dommages cutanés, comme les 
UVs par exemple.117 
 
 
I. 6. 2- Optimisation de la libération de NO• par irradiation dans le visible 
 
Afin de libérer NO• à partir de complexes de ruthénium à ligand nitrosyle par 
irradiation dans la fenêtre thérapeutique, le groupe de recherche de Mascharak a choisi 
d’utiliser une « antenne excitatrice ». Son rôle est d’absorber les photons et de transférer 
l’énergie sur le fragment Ru-NO pour favoriser la libération de monoxyde d’azote, sous 
excitation dans le visible. Pour cela, ils ont utilisé la résorufine, chromophore présentant une 
bande d’absorption très intense à 590 nm. Coordiné au ruthénium en trans du ligand nitrosyle, 
sa bande d’absorption se superpose à la bande impliquée dans le départ de NO•. Ainsi, le 
complexe [Ru((OMe)2IQ1)(Resf)(NO)] (représenté sur la Figure I-40) présente un rendement 
Chapitre I : Etat de l’art 
 
60 
 
quantique de NO• de 0,271, environ sept fois supérieur à celui de son homologue 
[Ru((OMe)2IQ1)Cl(NO)]. 
 
Figure I-40 : Structure du complexe [Ru((OMe)2IQ1)(Resf)(NO)] (d’après Fry et al., Acc. Chem. 
Res., 2011, 44(4), 289-298) 
Cette stratégie a d’une part permis d’augmenter le rendement quantique de NO• mais 
également de décaler la bande d’absorption du fragment Ru-NO afin de permettre la 
photolibération de NO• sous excitation à 500 nm.17 
 
 
I. 6. 3- Optimisation de la libération de NO• par excitation à deux photons 
 
I. 6. 3- a) Principe de l’absorption à deux photons 
 
L’autre stratégie pour optimiser la libération de NO• dans les tissus biologiques est 
d’utiliser le phénomène photophysique d’absorption à deux photons (ADP, ou TPA pour 
« Two-Photon Absorption »).  
L’absorption à deux photons est un processus de résonance non linéaire du troisième 
ordre durant lequel deux photons sont absorbés simultanément par un composé à l’état 
fondamental pour atteindre son état excité. L’énergie nécessaire pour atteindre l’état excité 
responsable de la photolibération de NO• en absorption monophotonique est hν1 et correspond 
à l’énergie d’un photon dans l’UV-Visible. En TPA, deux photons d’énergie moitié (hν2 = 
hν1/2), donc de longueur d’onde double (λ2 = 2.λ1) sont absorbés simultanément (Figure I-
41). Les photons d’excitation sont donc moins énergétiques et cette technique permet d’éviter 
les dommages causés par une irradiation dans l’UV-Visible. 
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Figure I-41 : Absorptions monophotonique (OPA) et biphotonique (TPA) à l’origine de la 
libération de NO• 
L’absorption à deux photons permet donc d’exciter les composés dans la fenêtre 
thérapeutique (600-1300 nm). Grâce à l’utilisation de hautes longueurs d’onde, cette stratégie 
permet aux photons de pénétrer en profondeur au sein des tissus. De plus, cette méthode 
permet un ciblage accru du traitement puisque le phénomène d’absorption à deux photons a 
lieu au point focal du laser (avec un volume d’environ 1 µm3) (Figure I-42). 
 
Figure I-42 : Focalisation des irradiations mono- (à gauche) et biphotonique (à droite) dans une 
solution de fluorescéine (d’après la thèse de Joëlle Akl, « Photolibération de NO dans les complexes 
de ruthénium à ligand nitrosyle : nouvelles perspectives en thérapie photodynamique par absorption à 
deux photons », 2014, Université Paul Sabatier) 
 Cela s’explique par la relation quadratique existant entre le processus et l’intensité de 
l’irradiation. Ainsi, le traitement des tumeurs et des plaies ou infections peut se faire de 
manière sélective sur les cellules se trouvant au point focal, sans endommager les tissus sains. 
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I. 6. 3- b) Mesure de la section efficace 
 
La capacité d’une molécule à absorber deux photons de façon simultanée est évaluée 
par la section efficace σ (ou « cross-section). Celle-ci est exprimée en Goeppert-Mayer (GM) 
et est donnée par la formule : 
 
dnp
dt
 = N . σ . F2 
où 
dnp
dt
 est le nombre de photons absorbés par TPA par unité de temps, N la 
concentration en molécules actives et F le flux de photons. 
 
Il existe de nombreuses techniques permettant la mesure de la section efficace de 
composés. Les plus couramment utilisées sont la fluorescence induite par excitation à deux 
photons (TPEF) et le Z-Scan. 
La TPEF, décrite en 1996 par Xu et al., consiste en la mesure du signal de 
fluorescence de l’échantillon, généré par excitation à deux photons.118 Ce signal donne le 
produit σ.Φf (Φf est le rendement de luminescence) et ainsi la section efficace d’absorption à 
deux photons σ peut être déterminée. 
Le Z-Scan, présenté en 1990 par Bahae et al., consiste en la mesure de la transmittance 
de l’échantillon suivant sa position sur l’axe z, direction de propagation du laser. Cette 
technique permet ainsi la mesure de la section efficace d’absorption à deux photons pour les 
échantillons non fluorescents.119 (cf Annexe 6 p.328). 
 
 
I. 6. 3- c) Propriétés d’absorption à deux photons de quelques complexes  
 
 Les premiers complexes de fer à ligand nitrosyle à propriétés d’absorption à deux 
photons ont été synthétisés par le groupe de Ford en 2004. Ils ont modifié le sel de Roussin 
rouge (RRS) avec des groupements esters et un chromophore protoporphyrine IX ou 
fluorescéine pour former les complexes PPIX-RSE et Fluor-RSE. Leurs structures sont 
données sur la Figure I-43. 
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Figure I-43 : Les complexes de fer à ligand nitrosyle possédant des propriétés ADP. 
 
Ces ligands ont été choisis pour leurs propriétés ADP. Par exemple la section efficace 
du ligand porphyrinique PPIX est de 2 GM à 790 nm, ce qui est faible. Le ligand fluorescéine 
est choisi pour apporter des propriétés de fluorescence au complexe afin de pouvoir mesurer 
sa section efficace par la méthode TPEF. La section efficace du complexe Fluor-RSE est de 
63 GM à 800 nm. Une mesure électrochimique a permis de montrer que l’irradiation de ces 
composés par un laser pulsé Ti/saphir à 810 nm provoque la photolibération de NO•. Il a été 
prouvé que la photolibération de NO• est due à un processus à deux photons puisque la vitesse 
de formation de NO• était proportionnelle au carré de la puissance du laser. 18,120 
 
 
Dans l’équipe d’Isabelle Malfant du LCC, des travaux ont été menés sur les propriétés 
d’absorption à deux photons des complexes trans (Cl,Cl)- et cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6, 
présentés précédemment dans l’état de l’art. Par le test de Griess il a été prouvé que les deux 
isomères pouvaient libérer NO• sous irradiation à deux photons à 810 nm. A cette longueur 
d’onde, les complexes ne présentent aucune bande d’absorption monophotonique. Au cours 
de l’irradiation en présence de réactif de Griess, une bande vers 500-520 nm apparaît sur le 
spectre d’absorbance de la solution, caractéristique de la formation du colorant « azo » 121,122 
(Figure I-44). 
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Figure I-44 : Evolutions des spectres d’absorption de (a) trans (Cl,Cl)- et (b) cis (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6 en fonction du temps d’irradiation (810 nm), en présence de réactif de Griess 
(d’après Photochem. Photobiol. Sci., 2016, 15, 1484-1491) 
 
 De plus, l’absorbance de la solution a été tracée au cours du temps pour différentes 
puissances P de la source : plusieurs droites sont obtenues. Ensuite, la courbe log (pente) = f 
(log P) est tracée (Figure I-45). La pente de cette droite est de 1,4 mettant en évidence un 
processus non linéaire. 
 
Figure I-45 : Cinétique de la photolibération de NO• sous irradiation à deux photons pour 
différentes puissances de laser (a) et variation de la constante cinétique en fonction de la 
puissance (b) (d’après Photochem. Photobiol. Sci., 2016,15, 1484-1491) 
 
Dans l’équipe également, l’introduction d’un groupement carbazole sur le ligand 
terpyridine a été réalisée afin d’augmenter la délocalisation électronique sur ce ligand et 
augmenter l’effet « push-pull » dans le complexe, dans l’optique d’obtenir une section 
efficace importante. Par exemple, la section efficace du complexe représenté sur la Figure I-
46 à 800 nm est de 159 GM.123 
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Figure I-46 : Structure d’un complexe à ligand terpyridine-carbazole 
 
 
En 2015, Fowley et al. ont conçu un système pour la photolibération de NO• sous 
irradiation à deux photons en greffant un donneur de NO• sur des quantum dots de carbone.124 
Ces quantum dots constituent une nouvelle classe de matériaux possédant d’importantes 
sections efficaces pouvant aller jusqu’à 40 000 GM. Dans les systèmes 3 ainsi obtenus, 
représentés sur la Figure I-47, sous irradiation, un transfert de charge des quantum dots 1 
jusqu’au donneur de NO• (organique) 2 a lieu, favorisant ainsi la photolibération de NO•. 
 
 
Figure I-47 : Quantum dots liés à un donneur de NO• pour la photolibération de NO• sous 
irradiation à deux photons 
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I. 7. Voies de synthèse de complexes de ruthénium à ligand nitrosyle 
 
Différentes voies de synthèse de complexes de ruthénium à ligand nitrosyle ont été 
décrites par les groupes de recherche. Quatre voies de synthèse principales sont actuellement 
utilisées. Celles-ci sont présentées sur la Figure I-48. Le précurseur est le complexe 
[RuIIICl3].xH2O (commercialement disponible). 
 
Figure I-48 : Les quatre voies de synthèse principales pour la synthèse de complexes de 
ruthénium à ligand nitrosyle (d’après la thèse « Photolibération de NO• dans les complexes de 
ruthénium à ligand nitrosyle : Nouvelles perspectives en thérapie photodynamique par absorption à 
deux photons » de Joëlle Akl, 2014) 
 
 
I. 7. 1- Voie de synthèse A 
 
Cette voie met en jeu plusieurs étapes donnant des intermédiaires isolables. 
La première étape de cette voie de synthèse est la coordination du ligand Ln (mono- ou 
bidente) à partir du complexe de ruthénium (III) [RuIIICl3]. L’ajout des ligands se fait en 
Voie D
[RuIILnCl2]
+ L
+ agent réducteur
+  NOBF4
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milieu réducteur (dans un solvant réducteur comme l’éthanol ou en présence de triéthylamine 
par exemple) pour réduire le RuIII en RuII et former l’intermédiaire [RuIILnCl2].  
Dans une seconde étape, les ligands chloro sont substitués par des ligands nitro pour 
former l’intermédiaire [RuIILn(NO2)2]. Pour cela, du nitrite de sodium NaNO2 est ajouté dans 
un mélange éthanol/eau. 
La dernière étape consiste en une réaction acido-basique pour la transformation d’un 
ligand nitro en ligand nitrosyle [RuIILn(NO2)(NO)]
2+. Cette réaction, réalisée en présence d’un 
large excès d’acide chlorhydrique, est la suivante : NO2-  +  2 H+  →  NO+  +  H2O. 
Parfois, le second ligand nitro qui n’a pas été transformé est substitué par un chloro 
(provenant de HCl). 
 
Cette méthode a été utilisée pour synthétiser le complexe [Ru(bpy)2(NO)(NO2)] (PF6)2 
à partir du précurseur [RuL2Cl2] où L2 représente le ligand bpy (2,2’-bipyridine).125 
 
D’autres complexes ont été synthétisés suivant cette méthode. Parmi eux, des 
complexes à ligand 2,2’:6’,2’’-terpyridine ont été obtenus. Par exemple, Frantz et al. en 2014, 
ont travaillé sur le complexe [RuIII(terpy)Cl3], obtenu par complexation du ligand terpyridine 
sur le précurseur [RuIIICl3]. Le ligand 2,2’-bipyrazine (bpz) a ensuite été complexé et l’ajout 
de NaNO2 suivi d’un traitement acide a permis l’obtention du complexe 
[RuII(terpy)(bpz)NO](PF6)3.
126 
Bryan et al. ont également utilisé cette voie de synthèse pour obtenir le complexe 
[RuII(terpy)(Cl)(OH)(NO)].127 
 
 
I. 7. 2- Voie de synthèse B 
 
Pour cette voie de synthèse, les précurseurs sont des complexes de ruthénium (II) à 
ligand chloro et nitrosyle, comme K2[Ru
IICl5NO] ou [RuCl3NO].5H2O. Le premier complexe 
est lui-même obtenu par la Voie A à partir de [RuIIICl3] selon la méthode de Durig et al.
128 Le 
second est disponible commercialement. 
Le ligand L est ensuite ajouté dans une seconde étape pour donner le composé attendu 
[RuIIL(NO)].  
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En 2002, Works et al. ont utilisé cette méthode pour obtenir les complexes 
[Ru(tBu2salophen)(Cl)(NO)] et [Ru(
tBu4salen)(Cl)(NO)] à partir du [RuCl3NO].5H2O et des 
ligands tBu2salophen et 
tBu4salen.
110 
 
Comme pour la Voie A, cette voie a été largement utilisée pour la synthèse de 
complexes à ligand terpyridine. Les travaux de Karidi et Nagao ont montré que la réaction 
d’une terpyridine avec K2[RuCl5NO] donnait deux isomères de [Ru(terpy)Cl2(NO)]. Ces 
isomères sont notés cis (Cl,Cl)- ou trans (Cl,Cl)- selon la position des ligands.129,106 La 
réaction est représentée sur la Figure I-49. 
Figure I-49 : Réaction de complexation de la terpyridine pour former deux isomères 
 
 
Les travaux d’Akl et al. dans l’équipe du LCC ont mené à la synthèse des complexes 
cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6. Par la Voie B, un mélange des deux isomères 
et du complexe homoleptique [Ru(FT)2](PF6)2 est obtenu. De plus, l’utilisation de 13 
équivalents de KCl a entraîné un ratio cis/trans de 18/47 avec 35% d’homoleptique dans le 
mélange, alors que 21 équivalents ont permis l’obtention d’un ratio cis/trans de 20/38 avec 
42% d’homoleptique. La première méthode, avec un moindre excès de KCl donne une 
proportion de complexe à ligand nitrosyle plus importante.107,130 
 
 
I. 7. 3- Voie de synthèse C 
 
Pour cette troisième voie de synthèse, la première étape est la coordination du ligand L 
au précurseur [RuIIICl3].xH2O, sans agent réducteur, pour former le complexe de ruthénium 
(III).  
L’étape suivante consiste en l’introduction de monoxyde d’azote NO• gaz dans le 
milieu contenant le complexe intermédiaire. Le gaz étant réducteur, le ruthénium (III) est 
réduit en ruthénium (II) et un ligand chloro est substitué par un ligand nitrosyle pour donner le 
complexe [RuII-NO+]. 
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 Des complexes de ruthénium à ligand pyridine-carboxamide ont pu être obtenus grâce 
à cette méthode. Après déprotonation du ligand 1,2-bis(pyridine-2-carboxamido)-4,5-
diméthoxybenzène ((OMe)2bpb), celui-ci est complexé au précurseur [Ru
IIICl3].xH2O. 
Ensuite, du NO• gazeux est passé dans la solution pour donner le complexe 
[RuII((OMe)2bpb)ClNO].
113 Cette réaction est représentée sur la Figure I-50. 
 
Figure I-50 : Synthèse du complexe [RuII((OMe)2bpb)ClNO] 
 
 Dans l’équipe du LCC, la synthèse des complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6 a également été menée par la Voie C. L’utilisation de cette méthode permet 
d’obtenir uniquement un mélange cis/trans, sans la présence de complexe homoleptique (cf 
Voie B).121,122 Dans ce cas, le monoxyde d’azote est généré in situ par oxydation du cuivre par 
l’acide nitrique selon la réaction :  
3 Cu(s)  +  8 HNO3  →  3 Cu(NO3)2  +  2 NO•  +  4 H2O. 
Le gaz NO• ainsi produit traverse un piégeur de NaOH (8 mol/L) qui permet 
d’absorber les produits d’oxydation de NO• tels que NO2. Le montage est placé sous 
atmosphère inerte pour éviter l’oxydation du NO•. Il est ensuite introduit dans la solution de 
complexe [RuIIIFTCl3] dans le DMF à 80°C. Le NO
• substitue un ligand chloro et réduit le 
ruthénium (III) pour former les complexes attendus. Le montage est représenté sur la Figure 
I-51.  
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Figure I-51 : Montage du bullage de NO• sur le complexe [RuFTCl3] pour la synthèse des cis 
(Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]+ 
Les complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]
+ sont ensuite séparés par 
HPLC. 
 
Cette voie est donc plus avantageuse que la Voie B pour la synthèse de complexes à 
ligand terpyridine et nitrosyle. Elle a d’ailleurs été utilisée pour la synthèse d’autres 
complexes dans l’équipe comme les [Ru(R-PhTerpy)Cl2NO]+, avec PhTerpy = 4’-phényl-
2,2’:6’,2’’-terpyridine avec en position du groupement phényl R= NO2, H, Br, O-CH3.108 
 
 
I. 7. 4- Voie de synthèse D 
 
Il existe une autre voie de synthèse moins développée dans la littérature qui utilise le 
tétrafluoroborate de nitrosyle NOBF4. La première étape de cette voie est identique à celle de 
la Voie A : il s’agit de la coordination du ligand sur le précurseur [RuIIICl3] en milieu 
réducteur. La seconde étape est la coordination de NO• sur le centre métallique. 
Par exemple, les complexes [1]BF4 et [2](BF4)2 de la Figure I-52 ont été obtenus par 
Chowdhury et al. en utilisant cette méthode.131 
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Figure I-52 : Complexes de ruthénium à ligand nitrosyle obtenus par NOBF4 
 
 
I. 7. 5- Conclusion 
 
D’après les parties précédentes, les complexes de ruthénium à ligand nitrosyle 
présentent un intérêt important pour diverses applications biologiques en photothérapie. Grâce 
à leur capacité de photolibération de NO•, ils sont de bons candidats pour des traitements 
ciblées sur des cellules cancéreuses ou des bactéries.  
Différentes voies de synthèse existent et peuvent être choisies en fonction des ligands 
à coordiner au ruthénium. 
Dans les prochaines parties, deux enjeux biologiques importants seront présentés : le 
cancer et la lutte contre la résistance antimicrobienne. Des exemples de traitement par le 
monoxyde d’azote et les complexes de ruthénium à ligand nitrosyle seront proposés. 
 
 
I. 8. Application en biologie pour des thérapies anticancéreuses 
 
I. 8. 1- Présentation de la maladie 
 
I. 8. 1- a) Quelques chiffres 
 
Le cancer est un ensemble de maladies caractérisées par une croissance anormale des 
cellules. Ces maladies constituent la deuxième cause de mortalité dans le monde. En 2015, 8,8 
millions de personnes sont décédées d’un cancer, ce qui représente environ 13 % de la totalité 
des décès. Les cancers les plus répandus chez les hommes sont le cancer du poumon, de la 
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prostate, le cancer colorectal, le cancer de l’estomac et du foie. Chez la femme, le plus 
courant est le cancer du sein, puis viennent les cancers colorectal, du poumon, du col de 
l’utérus et de l’estomac.  
D’après l’Institut National du Cancer, 400 000 nouveaux cas sont apparus en France 
en 2017 (l’incidence), 214 000 chez les hommes et 186 000 chez les femmes et 150 000 décès 
ont été comptabilisés. Sur la période 2005-2012 en France, l’incidence a diminué de 1,3 % 
chez les hommes et augmenté de 0,2 % chez les femmes, mais la mortalité a chuté dans les 
deux cas.  
 
 
I. 8. 1- b) Du dysfonctionnement de la cellule au développement du cancer 
 
Le corps humain est constitué de 10 000 milliards de cellules. La cellule est l’unité de 
base de tout organisme vivant et se développe, se différencie, se divise et meurt de façon 
autonome. Elle est constituée d’une membrane renfermant le cytoplasme contenant divers 
organites dont les mitochondries nécessaires à la respiration et le noyau qui contient le 
matériel génétique de la cellule. 
 Les cellules somatiques se divisent par le processus de la mitose qui, à partir d’une 
cellule-mère, donne deux cellules-filles qui lui sont identiques. Ce processus est divisé en cinq 
étapes, qui sont représentées sur la Figure I-53. 
La première étape G0 est une phase de repos, durant laquelle la cellule attend le signal 
de reproduction pour passer à l’étape suivante. En G1, première phase de croissance, la cellule 
se développe et synthétise des protéines et de l’ARN. A ce stade, la cellule peut continuer le 
cycle cellulaire ou en sortir, pour se différencier, maturer et mourir. En phase de synthèse S, 
l’ADN est répliqué. Durant la seconde phase de croissance G2, la cellule continue la 
production de protéines. La dernière phase est la mitose M durant laquelle la cellule se divise 
en deux cellules-filles.132 
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Figure I-53 : Cycle de division cellulaire  
(d’après http://www.daviddarling.info/images/cell_cycle.jpg) 
 
Entre chaque phase, la cellule passe par des « points de contrôle », qui permettent 
notamment de déceler les problèmes de réplication de l’ADN (mutations). La cellule peut 
alors déclencher la correction de ces erreurs ou bien l’apoptose. L’accumulation de ces erreurs 
et un mauvais contrôle de la division cellulaire entraînent la cancérisation. 
Les cellules cancéreuses sont ensuite insensibles aux signaux de régulation de 
division : elles ne déclenchent plus d’apoptose et se divisent indéfiniment. 
 
Sans traitement, le cancer se développe en partant d’une lésion précancéreuse où la 
cellule est en cours de transformation. Une cellule cancéreuse apparaît et se multiplie, mais 
reste localisée dans un tissus : cela constitue le stade 1. Ensuite la tumeur grossit (stade 2) et 
envahit les tissus alentours (stade 3). Par la suite, des métastases apparaissent dans différents 
tissus dont les ganglions lymphatiques (stade 4). 
 
 
I. 8. 2- Les traitements du cancer 
 
Les traitements les plus utilisés aujourd’hui incluent la chirurgie (ablation de la 
tumeur), la radiothérapie (destruction des cellules par des rayons de haute énergie), la 
chimiothérapie (administration de molécules tuant ou ralentissant le développement des 
cellules cancéreuses), l’hormonothérapie (pour créer un milieu défavorable au développement 
des tumeurs) et l’immunothérapie (qui consiste à faire exprimer les cellules du système 
G0
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immunitaire contre la tumeur cancéreuse). Ces traitements peuvent être utilisés seuls ou 
associés, comme par exemple la chirurgie et la radiothérapie. 
Malgré ces thérapies, les chercheurs doivent continuer à les améliorer car il existe des 
populations de patients qui n’y répondent pas et d’autres qui y développent une résistance. Il 
est donc très important de développer de nouveaux traitements contre les cancers. 
 
 
I. 8. 3- Le rôle du monoxyde d’azote NO• 
 
Depuis les années 1990, plusieurs études ont montré la présence des trois isoformes de 
NOS (NO-synthases) dans différents types de cellules cancéreuses. L’augmentation de 
l’activité de ces enzymes dans les cellules cancéreuses par rapport aux cellules saines suggère 
que le monoxyde d’azote joue un rôle dans le développement et l’apoptose de ces 
cellules.133,134  
Rapidement, les chercheurs concluent sur la dualité du NO• : selon sa concentration, il 
permet le développement ou la régression des tumeurs.13 
 
Dans des concentrations de l’ordre du micromolaire et au-delà, le monoxyde d’azote 
est impliqué dans le processus d’apoptose de nombreux types cellulaires, comme les 
neurones, les cellules pancréatiques et les macrophages.135  
Premièrement, NO• peut endommager l’ADN. En milieu physiologique, NO• réagit 
avec du dioxygène ou avec le radical superoxyde pour former des RNOS telles que le dioxyde 
d’azote NO2, le trioxyde d’azote N2O3 ou les ions péroxynitrites ONOO-. 
Les péroxynitrites peuvent également provoquer la nitration de fragments tyrosine 
dans les protéines, mais aussi modifier l’ADN en oxydant par exemple la 8-oxoguanine en 8-
nitroguanine. Des cassures des brins d’ADN sont également observées, plus particulièrement 
lors des étapes de réplication et de traduction où l’ADN est sous la forme d’un seul brin. 
N2O3 est capable de nitrosyler des amines, qui deviennent des agents alkylants de 
l’ADN. Les RNOS peuvent également entraîner la déamination de bases de l’ADN. 
Ensuite, les NOS ont également été observées dans les mitochondries. Le monoxyde 
d’azote peut augmenter la perméabilité des pores de ces organites, induisant ainsi la libération 
de cytochrome c dans le cytoplasme. Ce dernier entraîne l’oligomérisation d’un facteur 
apoptotique (Apaf-1) qui active la caspase-9, puis dans une réaction en cascade, les caspases 7 
et 3 qui déclenchent l’apoptose de la cellule. De plus, en se liant à la cytochrome c-oxydase, 
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NO• permet l’augmentation des concentration en O2- et H2O2. Ces agents oxydants peuvent à 
nouveau attaquer l’ADN.136 
 
 L’utilisation de NO• dans de fortes concentrations est donc une thérapie anticancéreuse 
prometteuse. Mais le contrôle de la concentration est primordial car des effets opposés, 
comme l’angiogénèse, peuvent être obtenus si la concentration est trop faible. 
 
 
I. 8. 4- Les stratégies de contrôle de la libération de NO• 
 
La thérapie génique constitue un domaine de recherche intéressant. Il s’agit de 
transférer des séquences d’ADN codant pour les NOS dans des cellules pour augmenter la 
production endogène de NO•. Par exemple, la transfection de cellules K-1735 de mélanome 
exprimant la iNOS a montré des effets antitumoraux chez la souris.137  
 
La seconde stratégie consiste en l’utilisation de donneurs de NO• exogènes. Pour cela, 
les complexes de ruthénium à ligand nitrosyle photoactivables sont également étudiés. 
 
Le groupe de recherche de Mascharak a présenté en 2008 la synthèse de plusieurs 
complexes de ruthénium à ligand nitrosyle. L’un d’entre eux, le [(Me2bpb)Ru(NO)(Resf)], 
dont la structure du ligand (Me2bpb) est représentée sur la Figure I-54, a été testé sur des 
cellules cancéreuses MDA-MB-231, cellules mammaires humaines.138 Dans l’obscurité, ce 
composé n’a aucune toxicité alors que lorsque les cellules sont irradiées dans le visible, des 
signes d’apoptose tels que la condensation de la chromatine ou la fuite du cytoplasme sont 
observés. 
 
Figure I-54 : Structure du ligand Me2bpb 
 
Chapitre I : Etat de l’art 
 
76 
 
L’incorporation de complexes de ruthénium dans des liposomes a été étudiée par 
Rodrigues et al. Les liposomes sont des vésicules constitués d’une bicouche 
phospholipidique, comme le montre la Figure I-55. Les phospholipides présentent une tête 
hydrophile et une queue hydrophobe, leur premettant d’encapsuler des molécules hydrophiles 
ou hydrophobes dans les différentes zones du liposome. Ces systèmes protègent la molécule 
d’une dégradation enzymatique ou chimique et évitent l’exposition des tissus sains à la 
molécule active, tout en favorisant la pénétration intracellulaire de la molécule active. 
 
Figure I-55 : Structure schématisée d’un liposome 
Le complexe cis-[Ru(NO)(bpy)2(4-pic)](PF6)3, où 4-pic représente le ligand 4-
picoline, est incorporé dans des liposomes et testé sur des cellules cancéreuses d’un 
carcinome du foie HepG2. La viabilité des cellules est affectée par la libération de NO• (non 
photo-induite ici). Des études complémentaires ont montré que l’apoptose a été déclenchée 
par la libération de cytchrome c par les mitochondries, suivie de l’activation de la caspase-
9.139 
 
En 2015, le groupe de Liu présente des nanoparticules de TiO2 couplées à un fragment 
Ru-NO et un fragment acide folique.140 Ces systèmes sont représentés sur la Figure I-56. 
L’acide folique permet le ciblage des récepteurs à acide folique sur la cellule, alors que le 
complexe [Ru(tpyCOOH)(DAMBO)NO](PF6)3 est capable de libérer NO
• sous irradiation.  
phospholipide
tête
hydrophile
queue
hydrophobe
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Figure I-56 : Nanoparticules de TiO2 contenant un complexe [Ru-NO] (d’après Xiang et al., 
Chem. Commun., 2015, 51, 2555-2558) 
Ces nanoparticules peuvent traverser les membranes des cellules cancéreuses comme 
les cellules HeLa ou les MCF-7. L’hydrolyse intracellulaire des nanoparticules provoque une 
augmentation de fluorescence, qui permet de suivre l’internalisation de ces systèmes. Dans 
l’obscurité, ces nanoparticules n’ont pas d’effet toxique sur les cellules mais, sous irradiation 
dans le visible, la viabilité des cellules HeLa est fortement affectée. Ces systèmes sont 
capables de générer à la fois du monoxyde d’azote et de l’oxygène singulet. Pour 
comparaison, des nanoparticules à base du complexe de ruthénium dans lesquel le ligand 
nitrosyle a été remplacé par un ligand chloro sont obtenues. Ces systèmes montrent une 
phototoxicité beaucoup plus faible, montrant ainsi l’intérêt de la libération de NO•. 
 
D’autres complexes de ruthénium à ligand nitrosyle ont été synthétisés et encapsulés 
dans des nano-particules. C’est le cas de trans-[Ru(NO)Cl(cyclam)](PF6)2 et 
[Ru(NO)(Hedta)], où cyclam représente le ligand 1,4,8,11-tetraazacyclotétradécane et Hedta 
le ligand acide éthylènediaminetétraacétique.141 Ces complexes sont phototoxiques pour les 
cellules de mélanome B16-F10 et leur efficacité est due à la libération de NO•. En effet, le test 
sur les cellules en présence d’un piégeur de NO•, le carboxy-PTIO, ne montre aucune toxicité. 
 
 
Chapitre I : Etat de l’art 
 
78 
 
 Des études de photolibération de NO• sous irradiation à deux photons ont également 
été menées. Ainsi Fowley et al. ont greffé un donneur de NO• photoréactif sur des quantum 
dots de carbone124, présentés précédemment en Figure I-47. 
 
Figure I-57 : Quantum dots liés à un donneur de NO• pour la photolibération de NO• sous 
irradiation à deux photons 
Ces systèmes ont été testés in vitro sur des cellules HeLa : dans l’obscurité, aucune 
toxicité n’est observée, alors que sous irradiation à 800 nm, dans la fenêtre thérapeutique, la 
viabilité cellulaire chute jusqu’à environ 60%. In vivo, des tumeurs pancréatiques ont été 
injectées chez la souris puis traitées par ces nouveaux composés : une diminution du volume 
de la tumeur de 8 % a été observée pour les souris traitées et dont la tumeur a été irradiée à 
800 nm, alors que les tumeurs ont augmenté de plus de 50% chez les souris non traitées 
pendant la même période. 
 
 
Les hautes concentrations de NO• peuvent également être combinées à un traitement 
par chimiothérapie. Par exemple, des fibroblastes pré-traités par un donneur de NO• ont 
montré une sensibilité accrue au cisplatine par la suite.142  
De même, des cellules cancéreuses MCF-7 traitées directement par du monoxyde 
d’azote (gaz) ont permis de rendre aux cellules leur sensibilité à la doxorubicine.143  
Enfin, l’utilisation de nitrosocaptopril (donneur de NO•) permet d’améliorer la 
pénétration cellulaire du Taxol et donc ses effets cytotoxiques sur des lignées cellulaires de 
cancer de la prostate.144 
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I. 8. 5- Conclusion 
 
Dans cette partie, le rôle que joue NO• dans l’apoptose des cellules a été présenté. 
L’apport exogène de NO• constitue donc une stratégie intéressante pour la destruction des 
cellules cancéreuses. Le contrôle de la libération de NO• par l’irradiation (à un ou deux 
photons) est une piste encourageante vers laquelle de nombreux groupes de recherche se 
dirigent. Différentes lignées cellulaires correspondant à différents types de cancer ont ainsi pu 
être traitées in vitro et in vivo. Diverses méthodes d’encapsulation comme l’utilisation de 
liposomes permettent d’augmenter l’effet des donneurs de NO•, notamment en facilitant le 
passage des membranes cellulaires. En plus de ses propriétés cytotoxiques, NO• peut être 
utilisé en traitement combiné avec d’autres molécule afin d’augmenter l’efficacité des 
chimiothérapies usuelles. 
 
 
I. 9. Application en microbiologie pour la lutte contre la résistance 
antimicrobienne 
 
I. 9. 1- La résistance antimicrobienne 
 
La résistance antimicrobienne est un problème de santé publique prenant de plus en 
plus d’ampleur. Aujourd’hui, 700 000 personnes par an décèdent des suites de ce fléau. 
D’après le Centre Européen de contrôle des maladies (ECDC), le nombre de victimes de la 
résistance bactérienne en Europe est de 25 000 par an.145 
Dr Margaret Chan, directrice générale de l’Organisation Mondiale de la Santé (OMS), 
a qualifié l’émergence de la résistance antimicrobienne de crise mondiale et de grande menace 
pour la santé publique : “The rise of antimicrobial resistance is a global crisis, recognized as 
one of the greatest threats to health today.”. La lutte contre cette menace globale est devenue 
la première préoccupation de l’OMS. 
Une étude menée par l’économiste Jim O’Neill prédit qu’en 2050, la résistance 
antimicrobienne sera la première cause de décès dans le monde avec plus de 10 millions de 
victimes par an, devant les cancers. Cette estimation est représentée sur la Figure I-58, issue 
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de la présentation “Tackling Drug-Resistant Infections Globally : Final Report And 
Recommendations” de Jim O’Neill de Mai 2016.14 
 
Figure I-58 : Répartition du nombre de décès par an (d’après “Tackling Drug-Resistant Infections 
Globally : Final Report And Recommendations” de Jim O’Neill de Mai 2016) 
 
 La résistance aux antimicrobiens (AMR) est un phénomène naturel. En effet, les 
bactéries possèdent les gènes impliqués dans le phénomène de résistance depuis des millions 
d’années, bien avant l’utilisation d’antibiotiques. Mais, la sur-consommation et la mauvaise 
utilisation de ces médicaments par la population ont forcé les micro-organismes à développer 
une résistance, grâce à des transferts de gènes horizontaux intra ou inter-espèces. De plus, 
l’agriculture et l’élevage sont des domaines qui utilisent de façon abusive les antibiotiques. 
Les bactéries développent des résistances chez les animaux ou les cultures et elles sont ensuite 
transférées au consommateur.146 
 
Les médicaments antimicrobiens regroupent différentes classes de médicaments, 
chacune prescrite pour traiter un type d’infection. Les antibiotiques luttent contre les 
infections par les bactéries, alors que les antiviraux s’attaquent aux virus. Les antifongiques 
sont utilisés contre les champignons et d’autres molécules sont actives sur les parasites. 
Le nombre de décès est déjà important mais ne cessera d’augmenter puisque les 
antibiotiques usuels voient aujourd’hui leur efficacité diminuer. En plus des infections qui ne 
pourront plus être facilement traitées, des procédures aujourd’hui banalisées deviendront trop 
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dangereuses pour être réalisées. Ainsi, les chirurgies, les césariennes ou les traitements de 
cancers par chimiothérapie ne pourront plus être menés aussi fréquemment.  
Afin de préserver l’efficacité des antibiotiques actuels, leur consommation doit être 
rationalisée. La prescription de ces médicaments doit être adaptée. Par exemple, des tests de 
dépistage rapides peuvent permettre de distinguer infections bactériennes et virales et donc 
éviter la dépense inutile d’antibiotiques. Ensuite, des diagnostics médicaux plus précis 
permettraient l’utilisation d’antibiotiques courants, à spectre plus étroit, plutôt que celle de 
nouvelles molécules à large spectre, comme les céphalosporines qui sont bien trop souvent 
prescrites. Enfin, le respect de la durée du traitement antibiotique est indispensable. Qu’il soit 
plus court ou plus long que nécessaire peut participer au développement de la résistance des 
bactéries à ce traitement. 
La recherche et le développement de nouveaux antibiotiques sont évidemment de la 
plus haute importance afin de limiter les mécanismes de résistance et permettre à la 
population de continuer à se protéger contre différentes infections. 
 
 
I. 9. 2- Généralités sur les bactéries et les antibiotiques 
 
Les bactéries sont des micro-organismes procaryotes. Elles existent sous différentes 
formes dont les coques et les bacilles sont les plus connues. Les bactéries sont protégées par 
une paroi cellulaire qui renferme le cytosol dans lequel se trouve le matériel génétique de la 
bactérie. Ces organismes sont classés en deux groupes selon leur organisation structurale. 
Certaines présentent une unique membrane à l’intérieur de la paroi cellulaire et d’autres ont 
une paroi bimembranée. Ces bactéries sont nommées Gram + et Gram – respectivement, du 
nom du test de Gram qui permet de différencier la structure de la paroi.147  
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Figure I-59 : Schéma comparatif des organisations structurales des bactéries Gram + et Gram – 
(d’après https://www.bioutils.ch/protocoles/5-la-coloration-de-gram) 
 
 
Afin d’éradiquer les bactéries responsables d’infections sans endommager les cellules 
eucaryotes de l’hôte, des médicaments antibactériens – antibiotiques - sont utilisés.  
Il existe trois grandes classes d’antibiotiques  avec des mécanismes d’action différents. 
La première classe d’antibiotiques agit en inhibant la biosynthèse de la paroi de 
peptidoglycane bactérienne, rendant ainsi la bactérie plus sensible à une lyse de la paroi. Elle 
regroupe les β-lactamines (pénicillines et les céphalosporines) et les dérivés de la 
vancomycine. La seconde classe d’antibiotiques rassemble les inhibiteurs de synthèse de 
protéines et d’ARN, comme les dérivés de l’érythromycine par exemple. Le dernier groupe 
d’antibiotiques, les quinolones, cible une enzyme impliquée dans la réplication de l’ADN 
bactérien (la DNA-gyrase). 
  
 En réponse à ces trois grandes classes de traitement, les bactéries ont développé trois 
grands mécanismes de résistance. Les bactéries sont capables de produire des protéines 
membranaires qui agissent en tant que pompes à efflux pour faire sortir l’antibiotique de 
l’intérieur de la bactérie. La concentration intracellulaire en antibiotique devient trop faible 
pour être efficace. La seconde stratégie est l’altération de l’antibiotique afin qu’il ne soit plus 
reconnu par les protéines de transport des bactéries. Par exemple, l’hydrolyse des cycles β-
lactames empêche la reconnaissance des molécules par les PBPs (« penicillin binding 
proteins ») et donc leur internalisation. Les bactéries sont également capables de modifier la 
cible de l’antibiotique. Ainsi, la résistance aux pénicillines est aussi due à la mutation de PBP 
en de nouvelles protéines n’ayant que peu d’affinité avec l’antibiotique.148 
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Les bactéries sont donc capables de développer des mécanismes de résistance pour se 
protéger des agents bactéricides de leur environnement. En outre, dans la nature, les bactéries 
vivent dans des communautés, souvent multi-espèces, appelées biofilms. 
 
 
I. 9. 3- Les biofilms bactériens 
 
I. 9. 3- a) Présentation des biofilms 
 
Un biofilm est une communauté de micro-organismes adhérant entre eux et sur une 
surface, grâce à la sécrétion d’une matrice extracellulaire.149 Cette matrice est composée de 
polysaccharides, de protéines, de lipides et d’ADN extracellulaire et constitue une barrière 
protectrice pour l’ensemble des bactéries qui y sont regroupées. Ce sont des systèmes 
organisés en plusieurs couches de bactéries, qui interagissent afin de coopérer pour permettre 
la prolifération du biofilm avec une division cellulaire rapide. L’organisation spatiale leur 
permet de communiquer à l’aide d’échanges de métabolites, de molécules de signalisation ou 
par des impulsions électriques. La proximité entre les bactéries favorise également le transfert 
de gènes entre souches et ainsi des plasmides portant des gènes codant pour la capacité à 
former des biofilms peuvent transfecter de nouvelles bactéries. Ce comportement est appelé 
« quorum-sensing ». 
Ce sont ces systèmes bactériens qui sont responsables des maladies telles que la 
mucoviscidose (fibrose kystique), les infections pulmonaires chroniques et la parodontite ou 
encore d’infections nosocomiales.  
 
La formation d’un biofilm peut être divisée en quatre étapes150, schématisées sur la 
Figure I-60. Tout d’abord, les bactéries planctoniques, qui sont isolées et en suspension dans 
le milieu, adhèrent à un support, de façon réversible en premier lieu, puis irréversible. Celles-
ci se divisent et sécrètent des substances polymères extracellulaires (EPS) qui vont créer une 
matrice dans laquelle elles vont se loger. Ensuite, les bactéries dans le biofilm se multiplient 
et s’organisent dans une structure en trois dimensions, toujours au sein de la matrice 
extracellulaire. Celle-ci permet de protéger les bactéries des agressions extérieures (physiques 
ou chimiques) et permet également le développement d’interactions sociales au sein du 
biofilm (le quorum sensing). Le biofilm continue de se développer jusqu’à ce que des 
bactéries soient libérées et retrouvent leur état planctonique. Elles peuvent ensuite s’attacher à 
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nouveau à un support et permettre la colonisation de ce support par un autre biofilm. Le cycle 
se répète ensuite. 
 
Figure I-60 : Cycle de vie d’un biofilm bactérien (d’après Barraud et al., Curr. Pharm. Des., 2015, 
21, 31-42) 
 
Les bactéries sont dispersées naturellement suite à la production endogène de 
monoxyde d’azote NO• dans le biofilm.151 Il régule le passage des bactéries de l’état 
planctonique à l’état de biofilm. En effet, une étude à l’aide de sondes fluorescentes a pu 
mettre en évidence sa production endogène à l’endroit même où les bactéries sont libérées. 
L’effet de NO• sur la dispersion des biofilms a été observé pour différentes espèces 
bactériennes comme P. aeruginosa, Escherichia coli, Vibrio cholerae et Staphylococcus 
aureus.152 
De faibles concentrations de NO• (de l’ordre du nanomolaire) entraînent l’activation 
de la phosphodiestérase (PDE) qui, elle-même, engendre une diminution de la concentration 
en c-di-GMP.151 Le c-di-GMP (di-guanosine monophosphate cyclique) est un messager 
impliqué dans la régulation de nombreux processus comme la virulence, la formation ou la 
dispersion des biofilms. Une réduction de la concentration intracellulaire en c-di-GMP 
entraîne la dispersion du biofilm.  
 
Figure I-61 : Structure du messager c-di-GMP 
État planctonique
Attachement
Sécrétion de la matrice et 
maturation du biofilm
Mort cellulaire et 
dispersion du biofilm
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Ainsi, les communautés de bactéries sont mieux protégées que les bactéries 
planctoniques vis-à-vis de l’environnement. Les biofilms sont non seulement résistants aux 
antibiotiques mais leur exposition à des concentrations sub-léthales peut également engendrer 
la prolifération de ces derniers. La récurrence des infections étudiées de nos jours est 
finalement moins due à la résistance acquise par transfert de gènes entre les bactéries qu’à la 
formation de biofilms. 
 
 
I. 9. 3- b) Les infections par les biofilms 
 
Les infections par les biofilms bactériens sont principalement dues à des bactéries 
commensales comme Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus et Pseudomonas 
aeruginosa.153,154 Ces bactéries, qui se trouvent habituellement dans les muqueuses ou sur la 
peau (pour S. aureus et S. epidermidis respectivement) sont des pathogènes opportunistes. 
Cela signifie qu’ils profitent d’un affaiblissement du système immunitaire pour proliférer et 
devenir pathogènes pour leur hôte. Ce sont donc majoritairement des patients 
immunodéprimés à la suite d’une greffe, atteints par le VIH, suivant un traitement de 
chimiothérapie ou encore des nouveau-nés prématurés qui souffrent de telles infections. La 
première souche bactérienne impliquée dans ces infections nosocomiales est le S. aureus, noté 
MRSA pour « methicillin-resistant Staphylococcus aureus ». Le MRSE, Staphylococcus 
epidermidis résistant à la méthicilline, est la première cause des infections par les corps 
étrangers sous-cutanés. Les souches de MRSE se répandent aisément sur des instruments ou 
dispositifs médicaux comme des prothèses orthopédiques, des cathéters veineux, des sondes 
ou encore des valves cardiaques Comme leurs noms l’indiquent, ces staphylocoques sont 
résistants à la méthicilline, qui fut longtemps la thérapie recommandée pour ce type 
d’infection. Actuellement, entre 75 et 90 % des isolats de Staphylococcus epidermidis issus 
d’infections nosocomiales sont des souches résistantes à la méthicilline (dans la plupart des 
pays d’Amérique et d’Europe).  
 
 
 La méthicilline est un antibiotique β-lactame de la classe des pénicillines. Sa structure 
est représentée sur la Figure I-62.  
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Figure I-62 : Structure de la méthicilline 
 
Comme les autres antibiotiques de sa classe, la méthicilline agit en inhibant la 
synthèse de la paroi bactérienne, en se liant  aux PBP (penicillin-binding proteins) de la 
bactérie. Elle est résistante aux β-lactamases qui sont des enzymes bactériennes pouvant 
détruire les antibiotiques β-lactames tels que la benzylpénicilline (ou pénicilline G). 
Cependant, des souches bactériennes ont tout de même développé une tolérance. La 
biosynthèse de nouvelles PBP, notamment PBP2a, n’ayant pas d’affinité avec les pénicillines 
est responsable de la résistance acquise par certaines souches, comme Staphylococcus aureus. 
 
Staphylococcus epidermidis colonise les dispositifs médicaux à l’aide de la production 
de matrice extracellulaire hydrophobe. Cette matrice renferme de nombreux constituants tels 
que de l’ADN extracellulaire ou des adhésines permettant l’adhérence du biofilm à un 
support. Mais le constituant principal est le PIA, « Polysaccharide Intercellular Adhesin », 
dont la synthèse est codée par le gène icaADBC.155 Il peut aussi être nommé PNAG pour 
poly-N-acétylglucosamine et sa structure est représentée sur la Figure I-63. Celle-ci a pu être 
déterminée sur une souche de S. epidermidis, mais un homologue existe sur d’autres souches 
de staphylocoques comme S. aureus. Le PIA est indispensable à la formation de biofilm 
puisque les souches ne possédant pas le gène icaADBC ne sont pas pathogènes. 
 
Figure I-63 : Structure du PIA 
 
Le PIA est aussi impliqué dans le phénomène d’agrégation des bactéries en biofilm. 
En effet, la déacétylation de certaines unités confère une charge positive à l’ensemble du 
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polymère. Les parois des bactéries étant chargées négativement, le PIA lie les bactéries entre 
elles grâce à des interactions électrostatiques.156 
 
 
I. 9. 3- c) La résistance des biofilms aux antibiotiques 
 
Les bactéries peuvent acquérir une résistance envers les antibiotiques. Mais ce ne sont 
pas ces mécanismes qui confèrent aux bactéries organisées en biofilms leur résistance.148 En 
effet, une souche bactérienne telle que la Klebsiella pneumoniae, ne présentant pas de 
résistance à l’état planctonique, peut nécessiter une concentration d’antibiotique 2500 fois 
plus importante lorsqu’elle se développe en biofilm.157  
La protection qu’apporte la matrice extracellulaire aux bactéries du biofilm peut être 
l’une des raisons de la résistance de ces souches aux antibiotiques.158,159,160 En effet, la 
pénétration des agents antimicrobiens peut être freinée ou stoppée grâce à la matrice 
extracellulaire. Les antibiotiques peuvent s’adsorber à la matrice et leur pénétration à 
l’intérieur du biofilm est retardée. De plus, des réactions enzymatiques (avec des beta-
lactamases par exemple) entraînant la désactivation des agents bactéricides peuvent avoir lieu 
et les rendre inactifs. 
Ensuite, il existe des gradients de concentration de métabolites au sein du biofilm, 
entraînant la présence de niches privées d’oxygène ou de zones où le pH diffère. Ainsi, les 
bactéries ne sont pas toutes dans la même phase de croissance, certaines d’entre elles sont 
même en dormance, c’est-à-dire que leur cycle de division est stoppé. Celles dont la 
croissance est stoppée se positionnent de façon à protéger les autres puisque les antibiotiques 
tels que les pénicillines ne sont efficaces que sur les bactéries en croissance.  
Certaines bactéries sont également capables de se différencier pour acquérir un 
phénotype différent qui leur permet de résister à des agents chimiques. Les bactéries en 
biofilms s’organisent afin de permettre à la souche de se développer au maximum. 
Ces différents mécanismes de défense des bactéries en biofilm sont résumés sur la 
Figure I-64. 
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        (a)                          (b)                          (c) 
Figure I-64 : Schéma des mécanismes de résistance des biofilms : (a) l’antibiotique (points) ne 
pénètre pas dans la matrice, (b) les gradients de métabolites génèrent des zones de bactéries en 
dormance (en noir) et (c) certaines bactéries se différencient et expriment des phénotypes résistants 
(d’après Stewart, Int. Med. Microbiol., 2002, 292, 107-113) 
 
La formation de biofilms est à présent devenue un facteur de virulence important et est 
responsable de nombreuses infections chroniques. 
 
 
I. 9. 4- Les stratégies de lutte contre le développement des biofilms 
 
I. 9. 4- a) Les différentes pistes pour l’éradication des biofilms 
 
Aujourd’hui, les biofilms bactériens sont principalement traités par de fortes doses 
d’antibiotiques. Mais de nouvelles stratégies physiques et chimiques sont proposées. 
Différentes approches physiques sont envisagées pour induire la destruction du 
biofilm. Des jets haute pression, des plasmas froids ou encore des champs électriques peuvent 
être utilisés pour détacher le biofilm. Le traitement des dispositifs médicaux internes par des 
antibiotiques peut également être envisagé afin de prévenir la formation de biofilms. 
 Une autre stratégie consiste à cibler la matrice extracellulaire, soit en inhibant sa 
synthèse en agissant sur les molécules messagères impliquées telles que les c-di-GMP et c-di-
AMP, soit en agissant sur sa constitution chimique, notamment à l’aide d’enzymes. Des 
glycosides hydrolases ont d’ailleurs été utilisées chez la souris contre un biofilm de 
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Staphylococcus epidermidis et Pseudomonas aeruginosa. Enfin, l’utilisation d’anticorps 
spécifiques de composés de la matrice extracellulaire pourrait être envisagée. 
 La troisième stratégie est d’induire la dispersion du biofilm. En effet, les bactéries 
libérées du biofilm retrouvent leur état planctonique et leur susceptibilité aux antibiotiques.161 
Les agents capables de disperser les biofilms pourraient être utilisés en combinaison avec des 
antibiotiques. Le messager c-di-GMP est impliqué de façon importante dans le cycle de vie 
des biofilms bactériens. Une forte concentration favorise la formation du biofilm alors que de 
plus faibles concentrations tendent à les disperser. Les concentrations de c-di-GMP sont 
régulées par le monoxyde d’azote NO•.  
 
 
I. 9. 4- b) Dispersion du biofilm par l’action de NO• 
 
NO• intervient dans le mécanisme naturel de dispersion dans le cycle de vie du biofilm 
(cf Figure I-60). Dans l’environnement naturel, la concentration en NO• ne dépasse pas 100 
pM (soit 3 pmol/mg) et cette concentration n’est pas toxique pour les bactéries.150 Mais le 
monoxyde d’azote présente des propriétés bactéricides.162 C’est cette stratégie qui est suivie 
dans ces travaux de thèse. 
 
A de plus fortes concentrations de l’ordre du micromolaire, NO• présente un effet 
bactéricide. Il peut en effet inhiber la réplication de l’ADN bactérien et la respiration 
bactérienne. Dans les conditions physiologiques, le radical peut se transformer en d’autres 
espèces réactives de l’azote (RNS) comme les péroxinitrites ONOO-, le trixoyde d’azote 
N2O3, le dioxyde d’azote NO2• ou les S-nitrosothiols. Celles-ci sont capables d’induire des 
dommages à l’ADN (la déamination et l’oxydation qui font apparaître des sites abasiques ou 
des cassures) et aux protéines (oxydation) bactériens mais aussi aux cellules hôtes. Ces 
espèces peuvent greffer des groupements nitro NO2 ou nitrosyle NO sur des molécules à 
fonctions amine, thiol ou à fragment tyrosine.163,164 D’ailleurs, une étude a montré que 
l’exposition à 200 ppm de NO gaz pendant 5 heures permettait l’éradication totale de cultures 
in vitro de S. aureus résistant à la méthicilline, E. coli ou P. aeruginosa.165  
 
Différentes stratégies sont envisageables pour délivrer le monoxyde d’azote sur les 
bactéries à éradiquer. 
Chapitre I : Etat de l’art 
 
90 
 
Premièrement, plusieurs expérimentations ont été menées en appliquant directement 
du NO• sous forme de gaz. Des souches de Staphylococcus aureus et Pseudomonas 
aeruginosa ont été traitées par une exposition continue de 160 ppm de NO• gazeux pendant 24 
heures. La croissance bactérienne a pu être réduite de 90 %. 166,162 
Deuxièmement, la stimulation de la production endogène de NO• constitue une autre 
stratégie. Cette concentration supérieure de NO• peut provenir du biofilm lui-même ou des 
tissus hôtes environnants, par des enzymes comme les NOS (NO synthases) à partir de L-
arginine.150 
La troisième stratégie est l’utilisation de donneurs de NO•. NO• peut être libéré 
spontanément ou par activation du donneur par des conditions de pH spécifiques ou par 
irradiation par exemple.  
 
 Le groupe de recherche de Schoenfisch utilise des nanoparticules de silice sur 
lesquelles sont greffés des donneurs de NO• de type diazeniumdiolate. Ces systèmes sont 
capables de libérer de façon spontanée 3,8 µmol.mg-1 de NO• en solution aqueuse. Le pré-
traitement de surfaces à risques par des composés sol-gel contenant des donneurs de NO• est 
également expérimenté. Entre autres, des observations par microscopie de fluorescence ont 
montré l’efficacité de ce traitement sur de l’acier inoxydable sur lesquels S. epidermidis est 
désormais incapable de proliférer.167 
 
 Halpenny et al. ont synthétisé un complexe de manganèse [Mn(PaPy3)NO]ClO4 
capable de libérer NO• sous irradiation.95 Il s’agit donc d’un exemple de chimiothérapie 
photoactivée (PACT). Une irradiation de 5 minutes permet la libération d’environ 4,5 µM de 
NO•. Les conséquences sur les colonies de P. aeruginosa ou S. aureus sont sans appel : les 
bactéries traitées ne peuvent plus se multiplier. La Figure I-65 montre la différence de 
croissance entre des bactéries non traitées (partie gauche des boîtes de Pétri) et celle qui ont 
été incubées avec le complexe et irradiées (partie droite des boîtes de Pétri). 
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Figure I-65 : Colonies formées par (a) P. aeruginosa et (b) S. aureus, sans traitement (moitiés 
gauches) et après traitement par le complexe et irradiation (parties droites) (d’après Halpenny et 
al., ACS Med. Chem. Lett., 2010, 1, 180-183) 
 
Des complexes similaires à base de ruthénium ont été synthétisés dans le groupe de 
recherche de Mascharak pour être encapsulés dans des matrices silicates biocompatibles afin 
de former des composés sol-gel photoréactifs. Des hydrogels à base de pHEMA (poly(2-
hydroxyéthylméthacrylate) permettent d’envisager la conception de bandages actifs sur la 
blessure ou l’infection.168,169 
 
 Récemment, une étude a été publiée sur l’effet bactéricide de nanoparticules de 
polystyrène greffées avec un donneur de NO• et un photosensibilisateur sur E. coli.170 Ces 
nanoparticules sont donc capables de libérer NO• et de former de l’oxygène singulet et des 
ROS, tous impliqués dans l’éradication des bactéries. Bien que les résultats montrent que 
l’utilisation de nanoparticules chargées uniquement du donneur de NO• est plus efficace, en 
entraînant une inactivation presque totale des bactéries (en mélange 1/1 
nanoparticules/bactéries), l’idée d’utiliser la combinaison d’un photosensibilisateur et de NO• 
est prometteuse.  
 
Cependant, il est important de contrôler la dose de NO• libérée car les plus fortes 
concentrations de NO• peuvent cependant avoir des effets négatifs. Par exemple, il peut être 
toxique pour les macrophages impliqués dans le mécanisme de lutte contre une infection ou 
encore inhiber l’angiogénèse et ralentir la cicatrisation d’une plaie.171 
 
 
 
(a) 
(b) (a) 
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I. 9. 4- c) Utilisation de faibles concentrations de NO• 
 
De plus faibles concentrations de l’ordre du picomolaire ou du nanomolaire ne 
semblent pas avoir d’impact sur la viabilité des bactéries. Le biofilm est dispersé 
naturellement sous l’action de NO•, ce qui permet aux bactéries planctoniques de coloniser 
plus d’espace et ce, pour différentes espèces Gram + et Gram - . Une autre approche de lutte 
est donc d’induire la dispersion du biofilm par l’utilisation de NO•. Les bactéries libérées du 
biofilm retrouvent leur susceptibilité aux antibiotiques.162,151,172 
 
Par exemple, la Figure I-66 montre que le traitement par 100 µM de tobramycine 
seule n’a aucun effet toxique sur le biofilm. L’influence de 500 nM de SNP est déjà assez 
importante sur la viabilité du biofilm. Mais, l’utilisation combinée de SNP (nitroprussiate de 
sodium) et de la tobramycine (antibiotique) permet l’éradication totale du biofilm de 
Pseudomonas aeruginosa. La figure présente également l’effet de l’eau oxygénée (à une 
concentration de 10 mM) pour comparaison. 
 
Figure I-66 : Observation de biofilms de Pseudomonas aeruginosa traités par différentes 
techniques par microscopie de fluorescence (d’après Barraud et al., J. Bacteriol., 2006, 188, 7344-
7353) 
Ces études montrent l’intérêt du traitement combiné d’un antibiotique avec un donneur 
de NO•. 
 
Des dérivés d’antibiotiques sont également synthétisés dans le but de libérer des 
concentrations de NO• induisant la dispersion de biofilm. Par exemple, les céphalosporines 
sont dérivatisées pour donner des céphalosporine-3’-diazeniumdiolate. Ce sont des pro-
drogues qui, dans les conditions physiologiques en présence de β-lactamases des biofilms, 
libèrent un donneur de NO• instable, comme le montre la Figure I-67.172  
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Figure I-67 : Libération de NO• par un dérivé de la céphalosporine 
Ces systèmes ont montré une capacité à réduire la biomasse d’un biofilm de P. 
aeruginosa grâce à une mesure en flux continu. Cela prouve leur efficacité dans la dispersion 
de ces biofilms bactériens. 
 
De plus, une faible concentration en NO• a permis de réduire la taille d’un biofilm de 
P. aeruginosa, et sa combinaison avec l’azithromycine a permis de réduire la viabilité des 
bactéries Haemophilus influenzae de 2 log par rapport au traitement antibiotique seul.165  
 
 
I. 9. 5- Conclusion 
 
Dans cette partie de l’état de l’art, le problème majeur de la résistance aux 
antimicrobiens et plus particulièrement aux antibiotiques a été présenté. Les bactéries sont 
capables de développer des mécanismes de résistance aux antibiotiques usuels, mais la cause 
la plus importante des infections et des maladies nosocomiales difficiles à soigner sont les 
biofilms bactériens. Ce sont des systèmes complexes qui, entre autres, permettent la 
protection des bactéries. En étudiant leur cycle de vie, les chercheurs ont compris que le 
monoxyde d’azote endogène induisait la dispersion des biofilms. Dans les différentes 
stratégies existant pour lutter contre ces biofilms, l’une des plus prometteuses est le traitement 
par du monoxyde d’azote exogène. Différentes applications ont été décrites et permettent 
d’éradiquer, ou bien de disperser les biofilms bactériens. Afin de contrôler la dose, la 
photochimiothérapie photoactivée (PACT) est une stratégie intéressante : il s’agit de contrôler 
la libération de NO• par la lumière. Cette application porte également le nom de PDI (« Photo-
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Activated Inactivation »). Selon la concentration en NO• libérée dans le milieu, les donneurs 
de NO• peuvent être utilisés seuls ou en combinaison avec une antibiothérapie. 
 
 
I. 10. Conclusion 
 
Les complexes à base de métaux de transition et à ligand nitrosyle ont largement été 
décrits dans la littérature pour leurs propriétés photophysiques et leurs applications 
biomédicales. Les complexes de ruthénium sont particulièrement intéressants pour leur 
stabilité en milieu physiologique. De nombreux ligands peuvent être coordinés sur ce métal, 
en suivant différentes voies de synthèse, pour améliorer leur capacité de photolibération de 
NO• et donc augmenter les rendements quantiques. Ces systèmes permettent un contrôle de la 
libération du monoxyde d’azote, du point de vue de la concentration et du ciblage de la zone à 
traiter, afin d’éviter les effets délétères qu’il peut engendrer. De plus, une irradiation dans la 
fenêtre thérapeutique peut être envisagée grâce à la synthèse de complexes photoactifs dans le 
visible ou grâce au phénomène physique d’absorption à deux photons. 
Enfin, de nombreuses applications des complexes de ruthénium à ligand nitrosyle ont 
été étudiées dans la littérature. Ainsi, seul ou combiné avec des traitements usuels, le 
monoxyde d’azote peut être libéré de façon ciblée sur une tumeur ou une plaie infectée et 
ainsi induire l’apoptose des cellules cancéreuses et éradiquer des bactéries pathogènes. 
 
 Les différents objectifs de ces travaux de thèse sont donc la synthèse de complexes de 
ruthénium à ligand nitrosyle capables de libérer NO• sous irradiation à un et deux photons et 
l’étude de leurs propriétés biologiques pour des applications en thérapies anticancéreuse et 
antimicrobienne. 
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Chapitre II : 
Photolibération de NO• par les complexes  
cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6  
et [RuFT(bpy)NO](PF6)3 dans l’acétonitrile 
 
 
II. 1. Introduction 
 
Des études sur les complexes [Ru(tpy)Cl2NO]PF6, avec tpy représentant le ligand 
2,2’:6’,2’’-terpyridine, ont été menées précédemment pour ses propriétés photochromes87 et 
ses applications en optique non linéaire.173 En effet, l’équipe s’est intéressée au phénomène de 
commutation moléculaire dans ces systèmes. Sous irradiation à l’état solide, le ligand 
nitrosyle du complexe de ruthénium Ru-N-O dans son état fondamental (GS) peut 
s’isomériser en deux états métastables MS1 et MS2. Dans l’état MS1, le complexe est de la 
forme Ru-O-N, le ligand NO étant lié au ruthénium par l’atome d’oxygène (ligand 
isonitrosyle). L’état MS2 caractérise une conformation coudée du ligand nitrosyle, ou appelée 
«sideways-bound isomer». Les différentes conformations GS, MS1 et MS2 sont représentées 
sur la Figure II-1.15 
 
Figure II-1 : Les configurations des différents états GS, MS1 et MS2 (d’après Rose et al., Coord. 
Chem. Rev., 2008) 
L’objectif des travaux de cette thèse est d’induire la libération de NO• par une 
excitation biphotonique pour une application en PACT (Photo-Activated Chemo-Therapy) sur 
des complexes de ruthénium à ligand nitrosyle. Pour cela, des systèmes tels que 
[RuFTCl2NO]PF6 ont été synthétisés. Le ligand terpyridine a été substitué par un groupement 
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fluorène en position 4’ dans le but d’apporter un effet donneur à ce ligand. Celui-ci favorise le 
transfert de charge impliqué dans le départ de NO•. De plus, le fluorène possède des 
propriétés d’absorption à deux photons intéressantes. En effet, ce fragment, souvent utilisé 
dans la littérature,  présente une conjugaison des électrons π importante et cette propriété est 
indispensable pour atteindre de bonnes propriétés d’optique non linéaire. Le fluorène a été 
utilisé comme fragment central dans la synthèse de plusieurs chromophores et la mesure de 
leurs propriétés d’absorption à deux photons a montré une section efficace bien plus élevée 
que pour des homologues à cœur biphényle.15,107,174,175 
 
L’objectif de ce chapitre est de comparer la photolibération de NO• pour deux types de 
complexes de ruthénium à ligand nitrosyle. 
Le premier est le [RuFTCl2NO]PF6, constitué du ligand 4’-(2-fluorényl)-2,2’:6’,2’’-
terpyridine (noté FT) et de deux ligands chloro. Ce complexe est obtenu sous forme de deux 
isomères, nommés cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)- selon la position relative des ligands chloro. 
Ces isomères sont séparés par chromatographie. Ils sont représentés sur la Figure II-2. 
 
Figure II-2 : Structures des complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 
 
Le second complexe d’intérêt est le [RuFT(bpy)NO](PF6)3, qui est constitué du ligand 
tridente FT et du ligand 2,2’-bipyridine (noté bpy). Grâce à ce ligand bidente, ce complexe ne 
présente pas de formes isomères, nécessitant une séparation chromatographique. De plus, le 
ligand bipyridine étant moins labile que les ligands chloro, ce complexe est conçu pour être 
plus stable dans les milieux aqueux et biologiques. Sa structure est représentée sur la Figure 
II-3. 
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Figure II-3 : Structure du complexe [RuFT(bpy)NO](PF6)3 
 
 
II. 2. Synthèses des complexes [RuFTCl2NO]PF6 et [RuFT(bpy)NO](PF6)3 
 
Le ligand FT (4’-(2-fluorényl)-2,2’:6’,2’’-terpyridine) est obtenu en deux étapes 
synthétiques à partir du fluorène-2-carboxaldéhyde : par condensation de l’acétylpyridine, 
suivie d’une réaction de Kröhnke sur l’iodure de 1-(2-pyridinylcarbonyl)pyridinium en 
présence d’acétate d’ammonium. Cette synthèse, décrite par Akl et al. en 2014107 et a été 
adaptée de la synthèse du 9,9-bis-diéthylfluorène-4’-terpyridine décrite par Thomas et al. en 
2002.176,177 Le schéma de cette synthèse est représenté sur la Figure II-4. 
 
Figure II-4 : Schéma de synthèse du ligand FT 
 
 
II. 2. 1- Synthèse des complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 
 
Après la synthèse du ligand FT, le complexe peut être obtenu par deux méthodes, qui 
sont rappelées dans le Chapitre I. Soit il est obtenu après complexation de FT sur le 
K2[Ru
IICl5NO], soit par bullage de NO
• sur une solution concentrée de [RuIIIFTCl3], 
respectivement nommées Voie B et Voie C. 
  Cette seconde méthode permet l’obtention d’un mélange de deux isomères cis 
(Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6, en évitant la formation du complexe homoleptique 
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[RuII(FT)2]
2+. C’est cette voie, résumée sur la Figure II-5 qui sera utilisée dans ces travaux de 
thèse.121 
 
 
Figure II-5 : Schéma de la synthèse de cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 
 
Après bullage de NO• sur le [RuIIIFTCl3], un mélange de complexes cis (Cl,Cl)- et 
trans (Cl,Cl)-[RuIIFTCl2NO]Cl est obtenu. Les isomères sont séparés par HPLC préparative 
par le service HPLC de l’Institut de Chimie de Toulouse (ICT). Après séparation, les contre-
ions sont changés en PF6
-. 
Les complexes obtenus ont été caractérisés par RMN, IR et spectrométrie de masse. 
Ces informations sont regroupées dans l’Annexe 2 p.295. 
 
 
II. 2. 2- Synthèse du complexe [RuFT(bpy)NO](PF6)3 
 
 Ce complexe est obtenu par la Voie de synthèse A. Le ligand FT est complexé au 
ruthénium pour former [RuIIIFTCl3] puis, en milieu réducteur, ce complexe réagit sur la 2,2’-
bipyridine. Cette étape est réalisée en présence de LiCl afin d’éviter la formation du complexe 
homoleptique [RuII(FT)2]
2+. Le complexe [RuIIFT(bpy)Cl]Cl ainsi obtenu réagit avec NaNO2 
pour substituer un ligand chloro par un ligand nitro, et le contre-ion est changé en PF6
-. Ce 
dernier complexe est ensuite mis en présence d’un large excès d’acide chlorhydrique pour 
donner le complexe final [RuFT(bpy)NO](PF6)3 après ajout d’un excès de NH4PF6. Le 
schéma synthétique est représenté sur la Figure II-6.178 
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Figure II-6 : Schéma réactionnel de la synthèse de [RuFT(bpy)NO](PF6)3 
  
Le respect de la température du mélange réactionnel lors de la dernière étape est 
crucial. En effet, en présence d’un excès d’acide chlorhydrique concentré (12 M, 800 
équivalents), le chauffage à reflux entraîne le remplacement d’un ligand nitro par un chloro et 
le complexe obtenu est le [RuIIFT(bpy)Cl]+. En pratique, l’acide est d’abord dilué dans 
l’éthanol et cette solution est ensuite utilisée pour dissoudre le complexe. Le mélange est 
ensuite chauffé à 60°C. 
De plus, le complexe [RuIIFT(bpy)NO](PF6)3 est très sensible à l’eau. En effet, une 
analyse en RMN 1H a permis de conclure sur la rapide transformation du ligand nitrosyle en 
nitro selon l’équilibre acido-basique NO+ ↔ NO2-. En effet, le spectre RMN obtenu en 
présence de traces d’eau est superposable à celui du complexe [RuIIFT(bpy)NO2]PF6. Or, 
l’objectif ici est de libérer NO• sous irradiation d’un complexe de ruthénium à ligand 
nitrosyle.  
Les complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuIIFTCl2NO]PF6 ne subissent pas cette 
transformation. 
 
 Le complexe a été analysé par RMN 1H, spectroscopie infrarouge et par microanalyse 
élémentaire. Ces données sont disponibles en Annexe 2 p.295. 
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II. 3. Etude des propriétés des complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6 et [RuFT(bpy)NO](PF6)3 sous irradiation 
monophotonique dans l’acétonitrile 
 
II. 3. 1- Mise en évidence de la libération de NO• sous irradiation 
 
Précédemment, la libération de NO• avait été prouvée grâce à l’utilisation du réactif de 
Griess.107 Les complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 ont été irradiés à 405 
nm en présence de réactif de Griess. En spectroscopie d’absorption en UV-Vis, une large 
bande vers 500-550 nm apparaît au cours de l’irradiation, caractéristique du composé formé 
par transformation du réactif de Griess en présence de nitrites. Cette méthode apporte une 
preuve indirecte de la libération de NO•. Une expérimentation en électrochimie a également 
permis d’observer la disparition des bandes attribuées à la réduction NO+/NO• et NO•/NO- (cf 
Chapitre I) 
Dans cette partie, l’objectif est d’apporter une preuve directe de la libération de NO• 
au cours de l’irradiation. L’utilisation de la Résonance Paramagnétique Electronique (RPE) et 
d’une électrode spécifique de NO• peuvent apporter cette preuve. La manipulation de ce type 
d’électrode requérant une solution aqueuse, le RPE est choisie pour mettre en évidence la 
libération du radical dans l’acétonitrile.  
 
 
II. 3. 1- a) Principe de la RPE 
 
La Résonance Paramagnétique Electronique est une technique permettant 
l’identification d’espèces possédant un ou plusieurs électrons non appariés. Ces espèces 
paramagnétiques peuvent être des radicaux (libres, anions, cations), des espèces excitées dont 
un électron a changé d’état de spin, ou des complexes de métaux de transition possédant un 
électron célibataire sur la couche d. 
L’électron possède un moment cinétique de spin S et un moment magnétique de spin 
µS lui est associé. En l’absence de champ magnétique, les niveaux d’énergie Zeeman sont 
dégénérés mais cette dégénérescence est levée en présence d’un champ magnétique 
d’intensité B. Les deux niveaux d’énergie sont distants de : ΔE =E+1/2 – E-1/2 = g.βe.B  
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(où g est le facteur de Landé de l’électron dans son environnement chimique, spécifique de 
l’espèce analysée ; βe = 9,274.10-27 J.T-1 le magnéton de Bohr).  
 
 
Figure II-7 : Schéma de la levée de dégénérescence des états de spin en présence d’un champ 
magnétique 
 
En RPE, l’énergie hν apportée à l’échantillon est constante et le champ magnétique 
varie pour trouver les conditions de résonance. S’il y a résonance, c’est-à-dire si ΔE = hν = 
g.βe.Bres, le champ magnétique induit des transitions entre ces deux niveaux. La première 
règle de sélection est donc Δms = ±1. Le spectre RPE montre la dérivée de l’absorption en 
fonction du champ magnétique. 
 De plus, si le noyau qui porte le spin électronique possède un spin nucléaire I, les deux 
spins S et I peuvent interagir : c’est le coulage hyperfin, caractérisé par la constante a 
(exprimée en cm-1). La seconde règle de sélection est la conservation du spin nucléaire, soit 
ΔmI = 0. Dans le cas de ce couplage, le nombre de raies observées sur le signal RPE est 2I+1. 
 
 
II. 3. 1- b) Application à la détection de NO• 
 
Dans le cas du radical NO•, l’électron célibataire est porté par l’atome d’azote, qui a 
un spin nucléaire I de 1. Le spectre RPE comporte donc 3 raies de même intensité. 
En l’absence d’irradiation, les complexes [RuII-NO+] ne sont pas visibles car les 
espèces RuII et NO+ sont silencieuses en RPE. Il est donc possible de suivre la libération de 
NO• par cette méthode.  
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En revanche, la durée de vie du radical NO• étant trop courte pour son observation, 
l’utilisation d’un piégeur de spin (ou spin-trap) stable est nécessaire. Dans ce cas, il s’agit 
d’un complexe de fer (II) permettant l’observation du radical NO•, puisque le FeII est bas spin 
et donc silencieux en RPE. Ce piégeur est capable de complexer NO sous la forme NO• pour 
donner [FeII(MGD)2-NO
•], avec le ligand MGD, soit N-méthyl-D-glucamine dithiocarbamato, 
comme le montre la Figure II-8. C’est donc le signal de cet adduit qui est observé en RPE. 
 
 
Figure II-8 : Structures du « spin trap » [FeII(MGD)2] et du complexe formé avec NO• 
 
L’utilisation d’un piégeur de spin en RPE est la méthode de choix pour la détection 
directe du NO•.179 
 
 
II. 3. 1- c) Détection de la libération de NO• sous irradiation 
 
Les complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 sont dissous dans 
l’acétonitrile à une concentration de 1 mmol/L. Une solution aqueuse de piégeur 
[FeII(MGD)2] fraîchement préparée est mélangée aux solutions de complexes (10 % en 
volume au final). Les solutions finales sont placées dans un capillaire en quartz dans la cavité 
RPE. La Figure II-9 montre les signaux obtenus pour les deux isomères dans l’obscurité en 
gris. Aucun signal n’est détecté dans ce cas, ce qui prouve qu’il n’y a pas de photolibération 
spontanée.  
Ensuite, les capillaires contenant les solutions de complexe sont irradiés grâce à une 
lampe à vapeur de mercure munie d’un filtre coupant les ultraviolets (λ > 400 nm). Les 
signaux obtenus après 12 minutes d’irradiation sont tracés en bleu sur la Figure II-9.  
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Figure II-9 : Spectres RPE obtenus pour les complexes (a) trans (Cl,Cl)- et (b) cis (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6, dans l’obscurité (courbes grises) et sous irradiation (courbes bleues), en 
présence de piégeur de spin 
 
La même expérimentation est menée sur le [RuFT(bpy)NO](PF6)3. Le signal obtenu 
dans l’obscurité est tracé en gris sur la Figure II-10. 
L’irradiation de cette solution contenant 10% d’eau n’a pas permis d’observer un 
signal en RPE. Ceci est dû à la transformation du ligand nitrosyle en nitro. L’expérimentation 
est ensuite menée sur cette solution en présence d’acide chlorhydrique (environ 8 mmol/L au 
final dans le mélange) pour stabiliser le ligand nitrosyle. Le signal obtenu après 14 minutes 
d’irradiation (λ > 400 nm) est tracé en vert sur la Figure II-10.  
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Figure II-10 : Spectre RPE obtenu pour le complexe [RuFT(bpy)NO](PF6)3, dans l’obscurité 
(courbe grise) et sous irradiation (courbe verte), en présence de piégeur de spin et en milieu 
acide 
 
Pour les trois complexes, des signaux semblables sont obtenus sous irradiation. Ce 
sont des triplets, avec une constante de couplage hyperfin a = 1,2.10-3 cm-1 et un facteur de 
Landé g = 2,040. D’après Liu et al., ces données correspondent à la formation de l’adduit 
[FeII(MGD)2-NO
•].180 
 
Ces analyses prouvent donc de façon directe que les deux isomères cis (Cl,Cl)- et 
trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 ainsi que le complexe [RuFT(bpy)NO](PF6)3 en condition 
acide libèrent le radical NO• sous irradiation à un photon (λ > 400 nm).121 
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II. 3. 2- Caractérisation des photoproduits de cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6  
 
II. 3. 2- a) Analyses des photoproduits des isomères de [RuFTCl2NO]PF6 en 
spectrométrie de masse 
 
L’analyse par spectrométrie de masse en ESI-positive des composés de départ cis 
(Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans l’acétonitrile donne la masse du cation de 
formule brute C28H19Cl2N4ORu, qui est de 599 g/mol. 
Après irradiation des solutions des isomères dans l’acétonitrile (échantillons de 
concentrations différentes), une autre analyse de masse est réalisée. Les spectres de masse 
obtenus avant et après irradiation dans l’acétonitrile sont présentés sur la Figure II-11. 
 
 
Figure II-11 : Spectres de masse des cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 (à gauche) et 
de leurs photoproduits (à droite)  
 
D’après l’analyse, l’espèce obtenue après la photoréaction des deux complexes a une 
masse de 610 g/mol. Cette masse correspond à une perte du ligand nitrosyle (30 g/mol) et à la 
complexation d’une molécule d’acétonitrile (41 g/mol). 
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La photoréaction dans ce cas peut donc s’écrire : 
[RuIIFTCl2(NO
+)]+  +  CH3CN  
hν
→  [RuIIIFTCl2(CH3CN)]+  +  NO• 
 
Cette analyse permet donc de prouver que la photolibération de NO• est accompagnée 
du remplacement de ce ligand par une molécule de solvant, ce qui a longtemps été postulé par 
de nombreux groupes de recherche.15 
 
 
II. 3. 2- b) Analyses des photoproduits des isomères de [RuFTCl2NO]PF6 par 
diffraction des rayons X 
 
Après irradiation d’une solution de trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans l’acétonitrile, 
un monocristal du photoproduit a été obtenu par diffusion d’éther diéthylique. Le complexe 
cristallise dans le groupe d’espace triclinique P-1 et sa structure est représentée sur la Figure 
II-12, dans laquelle les atomes d’hydrogène sont omis par souci de clarté. 
 
Figure II-12 : Structure cristallographique du photoproduit de trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 
obtenu dans l’acétonitrile 
 
Le photoproduit obtenu après irradiation du trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 est le 
trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2(CH3CN)]NO3. En effet, le ligand nitrosyle est remplacé par une 
molécule d’acétonitrile, et les autres ligands ne changent pas de position. Les deux ligands 
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chloro sont toujours en trans l’un de l’autre et les distances et angles entre les atomes 
constituant le ligand fluorène-terpyridine sont semblables à ceux du réactif.  
De plus, le contre-ion qui a co-cristallisé dans la maille est un ion nitrate NO3
-. Cet 
ion, qui ne peut provenir que de l’oxydation du NO•, apporte une nouvelle preuve de la 
capacité du complexe à libérer NO• sous excitation.121 
 
Un monocristal a également été obtenu après irradiation du cis (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6. Le photoproduit obtenu est le trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2(CH3CN)]NO3, dans 
ce cas aussi. Le NO• a été libéré sous irradiation, mais le ligand chloro en trans de la 
terpyridine est passé en position axiale, afin que la molécule d’acétonitrile puisse se lier au 
ruthénium en trans du ligand tridente, comme le montre la Figure II-13.121 
 
 
Figure II-13 : Schéma de la photolibération de NO• par le cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]+ 
 
 
Pour expliquer cette isomérisation, des calculs théoriques (DFT, de la Théorie 
Fonctionnelle de la Densité) ont été menés par Dr. P.G. Lacroix dans l’équipe du LCC. La 
méthode utilisée est B3PW91/6-31G*, comme c’est souvent le cas pour ce type de 
structure.107  
L’énergie du complexe cis (Cl,Cl)- après la libération de NO•, c’est-à-dire cis (Cl,Cl)-
[RuIIIFTCl2□]+ est calculée pour les différentes conformations prises par ce système pour 
s’isomériser en trans (Cl,Cl)-[RuIIIFTCl2□]+. Ces conformations sont caractérisées par la 
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valeur de l’angle Cl-Ru-Cl, qui passe d’environ 90° à environ 180°. La courbe donnant 
l’énergie (en kcal/mol) en fonction de l’angle Cl-Ru-Cl est représentée sur la Figure II-14. 
 
 
Figure II-14 : Evolution de l’énergie du [RuIIIFTCl2□]+ en fonction de l’angle Cl-Ru-Cl 
 
D’après les calculs, l’isomère trans (Cl,Cl)-[RuIIIFTCl2□]+ est plus stable que le cis 
(Cl,Cl)-[RuIIIFTCl2□]+ avec une différence d’énergie d’environ 5,5 kcal/mol. 
De plus, la Figure II-14 montre qu’après le départ de NO•, l’isomère cis (Cl,Cl)- 
[RuIIIFTCl2□]+ n’a qu’à franchir un faible col énergétique de 1,81 kcal/mol pour se 
transformer en l’isomère le plus stable. En effet, cette énergie est inférieure à celle nécessaire 
à la libre rotation des groupements méthyles autour de la liaison C-C dans la molécule 
d’éthane, qui est d’environ 3,0 kcal/mol. 
Ces données sont cohérentes avec l’obtention d’un photoproduit identique pour les 
deux isomères cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]
+. 
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II. 3. 3- Rendements quantiques de NO• des cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6 et [RuFT(bpy)NO]PF6 dans l’acétonitrile 
 
II. 3. 3- a) Mesure des rendements quantiques de NO• des cis (Cl,Cl)- et  
trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 
 
-Considérations théoriques 
 
Le spectre d’absorption expérimental du ligand fluorène-terpyridine (FT) dans 
l’acétonitrile est représenté sur la Figure II-15. Celui-ci présente une bande avec deux 
maxima qui se situent à 297 nm et 309 nm, qui correspond à une transition π → π*.107 
 
Figure II-15 : Spectre d’absorption du ligand fluorène-terpyridine dans l’acétonitrile  
Les spectres d’absorption des isomères cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 
dans l’acétonitrile sont superposés sur la Figure II-16.107  
 
Figure II-16 : Spectres d’absorption de cis (Cl,Cl)- (en noir) et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 
(en rouge) dans l’acétonitrile (d’après Akl et al., Dalton Trans., 2014, 43, 12721-12733) 
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Tous deux présentent une bande de forte intensité à 280 nm, qui est attribuée à une 
transition située sur le ligand, comme le montre la Figure II-15. Ensuite, l’isomère cis 
(Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 possède une bande d’absorption à 389 nm et le trans (Cl,Cl)- à 414 
nm. Ces deux bandes reflètent donc une ou plusieurs transitions impliquant le fragment Ru-
NO.  
 
Des calculs théoriques de la fonctionnelle de densité (DFT) ont été précédemment 
menés par Dr. P.G. Lacroix et Joelle Akl. Ceux-ci ont permis d’identifier les orbitales 
impliquées dans cette transition de plus faible énergie : c’est une transition de caractère 
majoritaire HOMO → LUMO. L’orbitale occupée de plus haute énergie se situe sur la partie 
fluorène du ligand tridente, alors que la plus basse vacante est sur le fragment Ru-NO, comme 
le montre la Figure II-17. L’excitation de la HOMO par irradiation permet donc un transfert 
de charge du fluorène vers le fragment Ru-NO, ce qui favorise la libération de 
NO•.181,182,183,184,185,186,187 
 
 
Figure II-17 : Transitions HOMO → LUMO pour les cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6 
 
 
De plus, une étude théorique approfondie menée sur ces complexes par Juan S. García 
de l’équipe du Pr. F. Alary du LCPQ a montré que le mécanisme de libération de NO• par 
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irradiation des complexes de ruthénium à ligand nitrosyle ne peut pas être expliqué par 
l’absorption d’un unique photon. Les calculs DFT démontrent l’existence d’un intermédiaire 
commun aux mécanismes de photolibération de NO• et d’isomérisation Ru-N-O ↔ Ru-O-N 
(état MS1), qui est l’état métastable MS2, de configuration coudée.188 En effet, la première 
étape de ces mécanismes est l’excitation du complexe de l’état fondamental singulet (GS) 
pour atteindre un niveau excité singulet. Par croisement inter-système, cet état se désexcite 
jusqu’à un état triplet, qui va ensuite lui-même passer à l’état 1MS2 par croisement inter-
système. Cet état 1MS2 est stable, avec l’obtention d’une géométrie coudée pour le fragment 
Ru-NO. L’absorption (successive) d’un second photon est nécessaire et permet d’exciter cet 
état jusqu’à un état 1ES’, qui, après croisement inter-système, se relaxe vers l’état triplet 
3MS2. A partir de cet état, la photolibération ou la photoisomérisation sont possibles et le 
mécanisme emprunté dépendra de l’énergie de dissociation ou de la barrière énergétique 
d’isomérisation. Ce mécanisme est résumé sur la Figure II-18 dans laquelle les structures des 
trois états sont également rappelées. 
 
Figure II-18 : Mécanisme impliqué dans la photolibération de NO• (schéma simplifié d’après 
García et al., J. Mol. Model., 2016, 22, 284) 
 
La première étape du mécanisme étant l’absorption d’un photon par le complexe à 
l’état fondamental, les systèmes [Ru-NO] présentés sont donc irradiés sur la transition de plus 
faible énergie, à deux longueurs d’onde qui sont 365 et 420 nm. 
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- Evolution du spectre d’absorption 
 
Les irradiations sont produites à l’aide de deux LEDs monochromatiques de longueur 
d’onde 365 nm et 420 nm. Cela correspond à l’excitation de la transition située à 389 nm pour 
l’isomère cis (Cl,Cl)- et à 414 nm pour le trans (Cl,Cl)- favorisant la libération de NO•. 
Les spectres d’absorption des deux complexes sont suivis par spectroscopie UV-Vis 
sous irradiation et leurs évolutions sont représentées sur les figures suivantes. 
 
Les Figures II-19 et II-20 représentent l’évolution du spectre d’absorption de 
l’isomère trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans l’acétonitrile sous irradiation à 365 et 420 nm 
respectivement. Les courbes bleues représentent le spectre avant irradiation et les courbes 
rouges sont enregistrées à la fin de l’irradiation. La longueur d’onde d’irradiation est 
représentée par les pointillés jaunes sur chaque graphe. Au cours de l’irradiation par les deux 
longueurs d’onde, la bande à 414 nm diminue et deux bandes à 340 nm et 440 nm 
apparaissent. La légère intensification d’une bande vers 600 nm est due à la présence du 
photoproduit sous la forme RuIII.110,113 
 
Figure II-19 : Evolution du spectre d’absorption du complexe trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 
dans l’acétonitrile sous irradiation à 365 nm 
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Figure II-20 : Evolution du spectre d’absorption du complexe trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 
dans l’acétonitrile sous irradiation à 420 nm 
 
La présence de trois points isosbestiques à 294 nm, 376 nm et 466 nm traduit un 
équilibre entre deux espèces que sont le trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 et son photoproduit. 
La photoréaction est plus rapide sous irradiation à 365 nm puisque la transformation 
est totale en 20 minutes à cette longueur d’onde alors qu’elle prend 45 minutes à 420 nm.  
 
 
Les Figures II-21 et II-22 représentent l’évolution du spectre d’absorption de 
l’isomère cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans l’acétonitrile sous irradiation à 365 nm et 420 nm 
respectivement. La bande correspondant à la transition impliquée dans la libération de NO•, 
ici à 389 nm, diminue sous irradiation aux deux longueurs d’onde et de nouvelles bandes 
apparaissent vers 340 nm, 440 nm et 600 nm, comme pour le trans (Cl,Cl)-. 
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Figure II-21 : Evolution du spectre d’absorption du complexe cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans 
l’acétonitrile sous irradiation à 365 nm 
 
Figure II-22 : Evolution du spectre d’absorption du complexe cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans 
l’acétonitrile sous irradiation à 420 nm 
 
Pour l’isomère cis (Cl,Cl)- également, l’absorbance reste constante au cours de 
l’évolution pour trois longueurs d’onde, ce qui se manifeste par trois points isosbestiques à 
284 nm, 366 nm et 426 nm. Cela prouve la transformation du complexe en un photoproduit 
unique, comportant un ruthénium de degré d’oxydation (III) comme le montre l’épaulement 
vers 600 nm. 
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-Calcul du rendement quantique ΦNO 
 
D’après les données expérimentales présentées en Annexe 5, la réaction de 
photolibération de ces complexes est totale, elle peut donc être modélisée par l’équation : 
A 
hν
→ B, 
dans laquelle A est le complexe de départ cis (Cl,Cl)- ou trans (Cl,Cl)-[RuIIFTCl2NO]
+ et B le 
photoproduit trans (Cl,Cl)-[RuIIIFTCl2(CH3CN)]
+. 
 
L’efficacité de libération de NO• sous irradiation par les complexes de ruthénium est 
évaluée par la mesure du rendement quantique de NO•, noté ΦNO. Celui-ci est calculé à partir 
du rendement quantique du réactif A, qui correspond au nombre de moles de A ayant réagi 
par rapport au nombre de moles de photons absorbés par A, par unité de temps et de volume 
(cf Annexe 5 p.326).189,190,191,192 
ΦA = 
nombre de moles de A ayant réagi
nombre de moles de photons absorbés par A
 
 
Le calcul du rendement quantique est développé dans l’Annexe 5. Celui-ci nécessite 
les données d’absorbance en fonction du temps sous irradiation, pour deux longueurs d’onde : 
la longueur d’onde d’irradiation et une longueur d’onde d’observation. Après avoir déterminé 
l’intensité de photons incidente, l’absorbance au cours du temps peut être calculée pour ces 
deux longueurs d’onde à l’aide du logiciel Sa3.3. 
 
Sur la Figure II-23, les courbes expérimentales (obtenues d’après dans le paragraphe 
précédent) sont tracées en pointillés et les courbes issues de la résolution de l’équation 
différentielle reliant l’évolution de la concentration en A au rendement quantique sont tracées 
en trait plein, pour les deux longueurs d’onde d’irradiation, pour l’isomère trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6. Les conditions expérimentales dans lesquelles le calcul a été fait sont 
rassemblées dans le Tableau 5-1 de l’Annexe 5 p.329. Les réactions sont totales car la 
concentration du photoproduit B en fin de réaction est très proche de celle du réactif A avant 
irradiation [A]0. 
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trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 
 
Figure II-23 : Evolutions expérimentale et calculée de l’absorbance aux longueurs d’onde 
d’irradiation et d’observation pour le trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6, en fonction du temps (en 
secondes) 
 
La Figure II-24 présente les mêmes courbes (expérimentales et théoriques) obtenues 
pour l’isomère cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6. 
 
cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 
 
Figure II-24 : Evolutions expérimentale et calculée de l’absorbance aux longueurs d’onde 
d’irradiation et d’observation pour le cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6, en fonction du temps (en 
secondes) 
 
L’ajustement des points expérimentaux et de la loi théorique est obtenu pour les deux 
isomères aux deux longueurs d’onde d’irradiation. Les rendements quantiques de NO• sont 
présentés dans le Tableau II-1. Les rendements quantiques de ces deux isomères ont 
également été mesurés sous irradiation à 405 nm, par une lampe à vapeur de mercure munie 
d’un filtre monochromatique (cf Tableau 5-2 de l’Annexe 5 p.329). Les rendements sont de 
0,045 pour le trans (Cl,Cl)- et 0,100 pour le cis (Cl,Cl). 
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Tableau II-1 : Rendements quantiques de NO• pour les deux isomères de [RuFTCl2NO]PF6 sous 
irradiation à 365 et 420 nm dans l’acétonitrile 
 ΦNO
365 ΦNO
405 ΦNO
420 
trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 0,066 0,045 0,034 
cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 0,222 0,100 0,067 
 
 
Pour les trois longueurs d’onde utilisées, le rendement quantique est plus élevé pour 
l’isomère cis (Cl,Cl)- que pour le trans (Cl,Cl)-. Ceci s’explique par l’effet σ et π-donneur du 
ligand en trans du ligand nitrosyle dans chaque complexe. Pour l’isomère trans (Cl,Cl)-, le 
nitrosyle est en trans de la terpyridine, qui est moins σ et π-donneur que le ligand chloro dans 
l’isomère cis (Cl,Cl)-. La présence d’un ligand donneur en trans du ligand nitrosyle favorise 
la libération de NO• en diminuant l’ordre de la liaison Ru-N. 
 
Le rendement quantique rend compte de l’efficacité de libération de NO• puisque ΦNO 
est égal au nombre de molécules de NO• libérées sur le nombre de photons absorbés par le 
complexe. Or, le nombre de photons absorbés par le complexe dépend de son coefficient 
d’extinction molaire à la longueur d’onde d’excitation. Ainsi, plus le coefficient d’extinction 
molaire est grand, meilleure est la probabilité d’absorber le nombre de photons nécessaires à 
la libération de NO•. Donc, le produit du coefficient d’extinction molaire et du rendement 
quantique (εA.ΦNO) pourrait être un bon indicateur pour la comparaison des efficacités de 
libération de NO• de différents complexes. 
Pour les deux complexes présentés dans cette partie, le produit εA.ΦNO évolue de la 
même façon que ΦNO. D’une part, pour une longueur d’onde donnée, le produit εA.ΦNO est 
plus élevé pour l’isomère cis (Cl,Cl)- que pour le trans (Cl,Cl)- . D’autre part, l’évolution du 
produit εA.ΦNO selon la longueur d’onde d’irradiation suit celle du rendement quantique. Dans 
la suite de ces travaux, le rendement quantique ΦNO sera utilisé pour comparer les efficacités 
de photolibération des différents systèmes. 
 
D’après le Tableau II-1, le rendement quantique de NO• augmente avec l’énergie des 
photons incidents. Plusieurs hypothèses peuvent être faites pour expliquer ce phénomène. 
Lors de l’irradiation à 365 nm, les photons d’énergie supérieure excitent le complexe dans un 
état Sn-365 plus haut en énergie que lors d’une irradiation à 420 nm qui mène à un état Sn-420. 
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La première hypothèse est que cette transition S0→Sn-365 peut elle aussi être impliquée dans la 
libération de NO•, en présentant un transfert de charge vers le Ru-NO. 
 La seconde hypothèse est qu’après avoir atteint un état excité Sn-365 supérieur en 
énergie, des relaxations vibrationnelles ramènent le complexe à l’état excité Sn-420. L’énergie 
libérée lors de cette relaxation peut être impliquée dans la libération de NO•, induisant une 
efficacité supérieure de libération à l’absorption d’un photon de plus faible énergie. 
 
 Afin d’améliorer la solubilité des complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6 dans l’acétonitrile, le fluorène est substitué par deux chaînes hexyles en 
position 9f. Les complexes obtenus sont notés cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFhexTCl2NO]PF6. Les rendements quantiques de NO
• de ces deux complexes sont 
également mesurés dans l’acétonitrile et sont rassemblés dans le Tableau II-2. 
 
Tableau II-2 : Rendements quantiques de NO• obtenus pour les isomères de [RuFTCl2NO]PF6 et 
[RuFhexTCl2NO]PF6 dans l’acétonitrile à 365 et 420 nm 
 ΦNO
365 ΦNO
420 
trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 0,066 0,034 
cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 0,222 0,067 
trans (Cl,Cl)-[RuFhexTCl2NO]PF6 0,077 0,031 
cis (Cl,Cl)-[RuFhexTCl2NO]PF6 0,233 0,070 
 
L’ajout de chaînes hexyles sur le fluorène du ligand FT n’a quasiment pas d’influence 
sur le rendement quantique de NO• dans l’acétonitrile. 
 
 
Dans cette partie, les complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 ont 
montré de bonnes propriétés de libération de NO• sous irradiation à un photon. Les deux 
isomères donnent un photoproduit unique et commun qui a pu être caractérisé. 
Les propriétés de photolibération de NO• sous irradiation monophotonique du 
complexe [RuFT(bpy)NO](PF6)3 sont étudiées dans le paragraphe suivant. 
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II. 3. 3- b) Etude comparative des rendements quantiques de NO• 
 
L’évolution des spectres d’absorption du complexe [RuFT(bpy)NO](PF6)3 sous 
irradiation est représentée sur la Figure II-25. Le complexe est irradié à 405 nm car la bande 
qu’il présente à 440 nm correspond à une transition HOMO → LUMO impliquée dans le 
transfert de charge favorisant la libération de NO•.178 
 
Figure II-25 : Evolution du spectre d’absorption du complexe [RuFT(bpy)NO](PF6)3 dans 
l’acétonitrile sous irradiation à 405 nm (d’après Enriquez-Cabrera et al., Eur. J. Inorg. Chem., 2017, 
1446-1546) 
 
Le rendement quantique de NO• du [RuFT(bpy)NO](PF6)3, calculé avec ces données, 
est de 0,020 à 405 nm. 
 
La valeur de ΦNO obtenue pour le [RuFT(bpy)NO](PF6)3 est légèrement plus faible 
que celle obtenue pour le complexe cis (Cl,Cl)- et assez proche de celle du trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6, rappelées dans le Tableau II-3.  
 
Tableau II-3 : Rendements quantiques des complexes à ligand FT à 405 nm dans l’acétonitrile 
 ΦNO
405 
[RuFT(bpy)NO)](PF6)3 0,020 
trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 0,045 
cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 0,100 
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Comme précédemment, ceci peut être expliqué par l’effet σ et π-donneur du ligand en 
trans du ligand nitrosyle. Dans le cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6, le ligand nitrosyle est en 
trans d’un ligand chloro, alors que dans le trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 et le 
[RuFT(bpy)NO](PF6)3, il est en trans d’une pyridine qui est π-accepteur.193 Il est donc 
cohérent de trouver des valeurs de rendement quantique similaires pour le trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6 et le [RuFT(bpy)NO](PF6)3 et plus faibles que celle du cis (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6. 
 
Les trois complexes présentés dans cette partie sont donc capables de libérer NO• sous 
irradiation. En revanche, le [RuFT(bpy)NO](PF6)3 n’est stable qu’en milieu acide et montre 
une efficacité de photolibération de NO• légèrement inférieure au trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6. La suite de ces travaux de thèse est donc menée uniquement sur des 
complexes possédant deux ligands chloro comme les isomères cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6. 
L’objectif de ces travaux est d’utiliser les propriétés d’absorption à deux photons de 
ces complexes afin de pouvoir les irradier dans la fenêtre thérapeutique (600-1300 nm). Dans 
la partie suivante, la capacité de photolibération de NO• de ces complexes sous irradiation à 
deux photons sera étudiée. 
 
 
II. 4. Photolibération de NO• par les complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6 sous irradiation biphotonique 
 
II. 4. 1- Absorption à deux photons 
 
L’absorption à deux photons (ADP ou TPA pour Two-Photon Absorption) est un 
processus durant lequel une molécule est excitée par l’absorption de deux photons 
simultanément. C’est un processus d’optique non linéaire (ONL). Ce phénomène a été prédit 
par Maria Göppert-Mayer en 1931194 et c’est en 1961 que son observation a pu être faite grâce 
au développement des lasers pulsés par Kaiser et Garret. C’est un processus du troisième 
ordre, de plusieurs degrés de magnitude plus faible que l'absorption monophotonique pour de 
faibles énergies. C’est pour cette raison que l’observation de ce phénomène requiert 
l’utilisation de lasers de forte puissance. 
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Dans ces travaux, les deux photons simultanément absorbés ont la même énergie, qui 
correspond à la moitié de l’énergie nécessaire pour atteindre le niveau excité par absorption à 
un photon (OPA pour One-Photon Absorption). La Figure II-26 compare les deux processus 
OPA et TPA. 
 
Figure II-26 : Phénomènes d’absorption à un photon (OPA) et à deux photons (TPA) 
 
En OPA, la molécule absorbe un photon d’énergie hνUV-Vis, donc de longueur d’onde 
située dans l’ultraviolet ou le visible. En TPA, deux photons d’énergie moitié (hνUV-Vis/2) sont 
absorbés simultanément pour atteindre l’état excité. Cela correspond à l’absorption de deux 
photons de longueur d’onde double, donc dans le proche infrarouge. Dans le cas des isomères 
cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6, dont la transition de plus basse énergie se situe 
vers 400 nm, l’irradiation à deux photons se fait donc à 800 nm. 
 
La capacité d’une molécule à absorber simultanément deux photons est évaluée par la 
section efficace σTPA, exprimée en Goeppert-Mayer (GM). Celle-ci est donnée par la formule : 
 
dnp
dt
 = N . σTPA . F2 
où 
dnp
dt
 est le nombre de photons absorbés par TPA par unité de temps, N la concentration en 
molécules actives et F le flux de photons. 
Les complexes étudiés dans l’équipe n’étant pas fluorescents, leur section efficace est 
mesurée par la méthode de Z-scan (cf Annexe 6 p.334). Des chaînes hexyles ont été greffées 
sur le fluorène du ligand des complexes à tester afin d’améliorer leur solubilité pour 
l’expérience. Les études photocinétiques des cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFhexTCl2NO]PF6 
ont montré que la présence des chaînes hexyles n’a pas d’influence sur le rendement 
quantique de NO•. 
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 Les sections efficaces des composés cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFhexTCl2NO]PF6 
ainsi que [RuFhexT(bpy)NO](PF6)3 ont été mesurées dans l’équipe du Dr. G. Ramos du Centro 
de Investigaciones en Óptica de León au Mexique. Celles-ci sont répertoriées dans le Tableau 
II-4. 
Tableau II-4 : Sections efficaces des isomères de [RuFhexTCl2NO]PF6 et de 
[RuFhexT(bpy)NO](PF6)3 mesurées par Z-scan dans l’acétonitrile à 800 nm 
 σTPA à 800 nm (GM) 
cis (Cl,Cl)-[RuFhexTCl2NO]PF6 100 ± 13 
trans (Cl,Cl)-[RuFhexTCl2NO]PF6 87 ± 14 
[RuFhexT(bpy)NO](PF6)3 108 ± 18 
  
 Les sections efficaces σTPA des trois complexes ont des valeurs proches de 100 GM, 
avec une valeur légèrement supérieure pour celui possédant le ligand 2,2’-bipyridine. Cette 
valeur de 100 GM est de l’ordre de celle qui a été mesurée pour les molécules classiques de 
type « donneur-accepteur » (ou « push-pull ») comme les di-alkyl-amino-nitrostilbene 
(DANS) (88 GM).195 
 
 
II. 4. 2- Mise en évidence de la libération de NO• par RPE sous irradiation à deux 
photons 
 
Comme pour l’irradiation à un photon, la technique employée pour apporter la preuve 
de la photolibération de NO• est la RPE.  
Les complexes trans (Cl,Cl)- et cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 sont mis en solution 
dans l’acétonitrile en présence de piégeur [FeII(MGD)2] fraîchement préparée.  
 
La Figure II-27 montre les signaux obtenus pour les deux isomères trans (Cl,Cl)- et 
cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans l’obscurité en gris. Aucun signal dû à la présence de NO• 
n’est observé. 
Comme cela a été décrit précédemment, l’irradiation à deux photons requiert un laser 
pulsé. Le laser pulsé disponible sur le site est celui intégré dans un microscope biphotonique 
de l’IPBS, qui permet classiquement l’observation d’échantillons biologiques voire de petits 
animaux. L’appareil est un microscope à fluorescence droit 7MP équipé d’un laser 
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Chameleon Ultra II Ti-sapphire, capable de générer des pulses de 140 fs à une fréquence de  
80 MHz. Le laser est réglé pour générer une longueur d’onde de 810 nm, avec une puissance 
de 360 mW. Les signaux obtenus après 30 minutes d’irradiation à deux photons sont présentés 
en rouge sur la Figure II-27. 
 
Figure II-27 : Spectres RPE obtenus pour les complexes (a) trans (Cl,Cl)- et (b) cis (Cl,Cl)- 
[RuFTCl2NO]PF6, dans l’obscurité (courbes grises) et sous irradiation à deux photons (courbes 
rouges), en présence de piégeur de spin  
 
Pour les deux isomères, l’analyse RPE après irradiation montre le triplet 
caractéristique de l’adduit que forme le piégeur avec NO•, avec un facteur  g = 2,040 et une 
constante de couplage hyperfin a = 1,22.10-3 cm-1. Cette expérience montre la capacité de 
photolibération des complexes trans (Cl,Cl)- et cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 sous excitation à 
deux photons.180 
 
De plus, après irradiation par le laser pulsé, les capillaires présentent un changement 
de couleur au niveau du point focal. La Figure II-28 est la photographie d’un capillaire après 
irradiation à deux photons. La solution est rose au niveau du point focal et dans le volume de 
diffusion du complexe [Fe(MGD)2-NO
•] alors que le reste de la solution qui n’a pas été 
irradié n’a pas changé de couleur. 
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Figure II-28 : Photographie d’un capillaire contenant une solution de trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6 après irradiation à deux photons 
L’observation des tubes après l’excitation à deux photons permet de visualiser la zone 
de diffusion du produit après irradiation à deux photons. En effet, celle-ci reste très restreinte 
par rapport à la zone transformée après irradiation monophotonique. Cela corrobore les 
observations faites par l’équipe en 2014, illustrées sur la Figure II-29 où le point focal est très 
précis, ce qui est un critère important pour la photothérapie dynamique. C’est l’un des 
avantages majeurs de l’excitation à deux photons car une thérapie sur un patient présentant 
une plaie peu étendue peut être imaginée, sans créer de dommages sur les tissus 
périphériques. 
 
Figure II-29 : Volume du point focal122 
 
 
II. 5. Conclusion 
 
 Dans ce chapitre, les complexes trans (Cl,Cl)- et cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 et 
[RuFT(bpy)NO](PF6)3 ont été présentés. Dans une première partie, leurs synthèses ont 
brièvement été rappelées. Ensuite, une analyse par RPE a permis d’apporter une preuve 
directe de la photolibération de NO• par ces trois complexes.  
Les deux isomères de [RuFTCl2NO]PF6 donne le même photoproduit qui est le trans 
(Cl,Cl)-[RuFTCl2(CH3CN)]PF6, caractérisé par DRX. 
Point focal du laser pulsé 
hν 
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Les rendements quantiques de NO• de ces trois systèmes ont été calculés à partir de 
l’évolution des spectres d’absorption sous irradiation à différentes longueurs d’onde. Le 
complexe le plus efficace est le cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6, devant son isomère trans 
(Cl,Cl)- et ensuite le [RuFT(bpy)NO](PF6)3. Ces valeurs confirment l’importance de la nature 
du ligand en position trans du ligand nitrosyle dans le complexe. 
Les sections efficaces de ces complexes ont été mesurées en utilisant des dérivés 
possédant des chaînes hexyles. Le cis (Cl,Cl)-[RuFhexTCl2NO]PF6 est celui qui possède la 
section efficace la plus importante. Dans la suite de ces travaux de thèse, les expérimentations 
ne seront pas poursuivies sur le complexe [RuFT(bpy)NO](PF6)3, qui est instable en milieu 
aqueux. 
Les complexes trans (Cl,Cl)- et cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 ont été irradiés à deux 
photons (à 800 nm) grâce à un laser pulsé. L’analyse par RPE a de nouveau été utilisée pour 
montrer la photolibération de NO•. Les complexes de ruthénium à ligand nitrosyle sont donc 
des systèmes capables de libérer NO• sous irradiation monophotonique et biphotonique. Des 
perspectives d’études sur l’élaboration d’une thérapie photodynamique (PACT) peuvent donc 
être imaginées. 
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Chapitre III : 
Étude des propriétés de cis (Cl,Cl)-  
et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans l’eau 
 
 
III. 1. Introduction 
 
 Les complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 sont des systèmes 
photoactivables capables de libérer NO• de façon contrôlée sous irradiation à un et deux 
photons, dans l’acétonitrile. L’objectif étant d’aboutir à une application biomédicale, il est 
nécessaire d’étudier les propriétés de ces complexes dans l’eau. 
 Dans un premier temps, le comportement des complexes sans irradiation sera analysé 
en solution aqueuse et dans un second temps, leurs propriétés sous irradiation seront étudiées. 
 
 
III. 2. Caractérisation de la transformation des complexes cis (Cl,Cl)- et 
trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]+ en présence d’eau 
 
III. 2. 1- Etude préliminaire du spectre d’absorption de trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6 en présence d’eau par spectroscopie UV-Vis 
 
Le suivi d’absorbance en UV-Vis du complexe trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans 
l’acétonitrile CH3CN et dans le DMSO a montré que ces solutions sont stables à l’abri de la 
lumière pendant au moins 48 heures. Dans le DMSO, le maximum d’absorption dans le 
domaine entre 350 et 800 nm se situe à 431 nm et 379 nm pour le trans (Cl,Cl)- et le cis 
(Cl,Cl)- respectivement. Le maximum à plus faible longueur d’onde (vers 280 nm) 
correspond à une transition π → π* localisée sur le ligand terpyridine-fluorène. 
 
Une solution de complexe trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans un mélange 50/50 
eau/DMSO a été préparée pour étudier la stabilité du complexe en présence d’eau. La 
concentration de la solution n’est pas contrôlée pour cette expérimentation car l’objectif est 
simplement de savoir si le complexe est stable ou non dans ces conditions. Les spectres 
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d’absorbance en UV-Vis pris au cours du temps et à l’abri de la lumière sont représentés sur 
la Figure III-1. 
 
Figure III-1 : Evolution du spectre d’absorption de trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans un 
mélange 50/50 eau/DMSO 
La Figure III-1 montre que le complexe évolue très rapidement lorsqu’il est en 
présence d’eau. Le maximum d’absorption à t=0 min se situe à 423 nm puis l’allure globale 
de la courbe varie beaucoup entre 0 et 30 minutes où l’absorption maximale est à 374 nm. 
Cette expérience préliminaire, sur seulement 2 heures, a permis de voir que dans un 
mélange eau/DMSO, le complexe n’est pas stable. Plusieurs analyses ayant pour but la 
détermination structurale du produit transformé sont présentées ensuite.  
 
 
III. 2. 2- Spectrométrie de masse sur trans (Cl,Cl)- et cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]+ 
en présence d’eau 
  
III. 2. 2- a) Analyse de l’isomère trans (Cl,Cl)- en spectrométrie de masse 
 
Afin d’élucider la structure en laquelle le complexe trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 se 
transforme, des analyses en spectrométrie de masse sont réalisées. 
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Une première analyse est réalisée dans l’acétonitrile pur. En ESI-positive, c’est la 
masse du cation qui est observée. Sa formule brute est C28H19Cl2N4ORu donc sa masse exacte 
est de 599 g/mol. De plus, celui-ci est monochargé.  
 
 
Figure III-2 : Spectres de masse du trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans l’acétonitrile 
 
Sur le spectre de masse de gauche de la Figure III-2, un pic majoritaire est obtenu à 
m/z = 599,2, correspondant à la masse du cation attendu. La présence d’un pic d’intensité très 
faible à m/z = 569,5 correspond à la fragmentation du ligand nitrosyle dont la masse exacte 
est 30 g/mol. 
Le spectre de masse de droite, qui est un agrandissement du premier permet 
l’observation du massif isotopique du pic à 599. Ce profil isotopique montre des pics distants 
de Δm/z = 1, ce qui prouve que le complexe analysé est bien monochargé. La masse du pic 
pseudo-moléculaire et sa charge correspondent à ce qui était attendu pour le complexe 
analysé. 
 
Le spectre de masse théorique simulé de ce complexe chargé est représenté sur la 
Figure III-3. 
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Figure III-3 : Spectre de masse théorique de trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]+ 
Les intensités relatives des pics P+1 (m/z = 600), P+2 (m/z = 601), P+3 (m/z = 602), 
P+4 (m/z = 603), P+5 (m/z = 604) et P+6 (m/z = 605) correspondent au profil isotopique 
théorique (Figure III-3) de ce complexe contenant deux ligands Cl et un atome de ruthénium.  
 
Ensuite, une analyse du complexe trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 est faite en présence 
d’eau. Le complexe est préalablement dissous dans l’acétonitrile et de l’eau est ajoutée pour 
obtenir une solution finale à 50/50 eau/acétonitrile. Le spectre de masse obtenu est représenté 
sur la Figure III-4. 
 
Figure III-4 : Spectre de masse du trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans 50/50 eau/acétonitrile 
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Lors de l’analyse MS du complexe dans ces conditions (Figure III-4), le pic à m/z = 
599,2 est toujours visible mais un second pic à m/z = 581,2 apparaît. Ce pic est dû à une 
seconde espèce provenant à la transformation du complexe. 
 
Une troisième analyse de ce complexe est ensuite réalisée dans les conditions proches 
de celles utilisables en biologie, c’est-à-dire dans l’eau avec 0,5% DMSO (cf Chapitres V et 
VI). Le spectre de masse obtenu est le suivant (Figure III-5) : 
 
 
Figure III-5 : Spectre de masse du trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans l’eau (0,5% DMSO) 
 
Dans ce cas, le pic à m/z = 599 a totalement disparu et le pic à m/z = 581 est 
majoritaire. Le complexe est donc totalement transformé, lorsqu’il est en solution dans l’eau.  
Le profil isotopique de ce nouveau pic montre que l’espèce correspondante est 
également monochargée. La masse de 581 g/mol, qui correspond à une différence de 18 par 
rapport à celle du cation dans l’acétonitrile, pourrait correspondre à plusieurs espèces.  
 
En supposant qu’en milieu aqueux, au moins un atome d’oxygène se lie au ruthénium, 
il existe deux structures respectant le spectre de masse obtenu : [RuIIFT(H2O)2(NO2)]
+ ou 
[RuIIFT(Cl)(OH)(NO)]+. 
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Pour identifier laquelle des deux espèces est analysée, les massifs isotopiques des deux 
complexes envisageables sont comparés à l’expérimental. En effet, la présence d’un ligand Cl 
dans un seul des deux cas permet de distinguer les massifs. 
Les intensités relatives des pics P (m/z = 581), P+1 (m/z = 582), P+2 (m/z = 583), P+3 
(m/z = 584), P+4 (m/z = 585), P+5 (m/z = 586) et P+6 (m/z = 587) correspondent au spectre 
de masse théorique du complexe [RuIIFT(Cl)(OH)(NO)]+ (Figure III-6). En effet, la 
simulation du spectre de [RuIIFT(H2O)2(NO2)]
+ montre un massif isotopique différent, 
présentant les pic à m/z = 581 (pic P), 582 (pic P+1), 583 (pic P+2), 584 (pic P+3) et 585 (pic 
P+4), mais pas de pic à m/z = 586 et 587 (Figure III-7), contrairement à ce que l’on observe 
sur le spectre de masse expérimental et sur le spectre de masse théorique de 
[RuIIFT(Cl)(OH)(NO)]+. 
 
Figure III-6 : Spectre de masse théorique de [RuIIFT(Cl)(OH)(NO)]+ 
 
 
Figure III-7 : Spectre de masse théorique de [RuIIFT(H2O)2(NO2-)]+   
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De plus, le massif à m/z = 562,8 correspond à une fragmentation du complexe 
transformé. En raison de la mauvaise résolution du pic due à sa faible intensité, il est difficile 
de dire s’il y a une perte de 17 ou de 18 par rapport au pic majoritaire. Ce petit massif pourrait 
donc concorder à la fragmentation du ligand OH du complexe [RuIIFT(Cl)(OH)(NO)]+. 
 
Ainsi, ces expérimentations de spectrométrie de masse ont permis d’identifier la 
transformation du complexe trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6. Il est maintenant clair que le 
complexe subit une substitution du ligand Cl par un OH et que le complexe trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]
+ se transforme en [RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ en présence d’eau.  
 
 
III. 2. 2- b) Analyse de l’isomère cis (Cl,Cl)- en spectrométrie de masse 
 
Dans l’acétonitrile pur, le cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6, donne, comme le trans 
(Cl,Cl)-, un pic à m/z = 599, en ESI-positve. 
L’analyse de masse du complexe cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 est ensuite poursuivie 
dans l’eau avec 0,5 % DMSO. Le spectre de masse est présenté sur la Figure III-8.  
 
 
Figure III-8 : Spectre de masse du cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans l’eau (0,5 % DMSO) 
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 L’analyse en masse montre la totale disparition du pic à m/z = 599 et la présence du 
pic monochargé à m/z = 581. Le profil isotopique et la masse correspondant à ce pic sont 
identiques à ce qui a été observé pour le trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 en présence d’eau. 
Le même échange de ligand a donc lieu sur les deux isomères, et les complexes cis (Cl,Cl)- et 
trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]
+ se transforment en [RuFT(Cl)(OH)(NO)]+. 
 
 
III. 2. 3- Analyse par diffraction des rayons X 
 
Un monocristal du produit transformé a été obtenu à partir d’une solution concentrée 
de  trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans un mélange 50/50 eau/acétonitrile par diffusion 
d’éther diéthylique. Le complexe cristallise dans le groupe d’espace triclinique P-1 et la 
structure est représentée sur la Figure III-9. 
 
Figure III-9 : Structure cristallographique du produit trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 
transformé dans l’eau 
L’analyse par DRX montre que la substitution d’un ligand Cl par un OH a eu lieu. Le 
trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 se transforme en trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 en 
présence d’eau. 
D’après le calcul des densités électroniques, l’unité asymétrique contient également le 
contre-ion PF6
-, deux molécules d’eau et une demi-molécule d’acétonitrile. L’ion PF6- 
présente un désordre au niveau de la position des atomes de fluor, mais la présence d’un seul 
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contre-ion est certaine. Un unique atome d’hydrogène a été placé sur le ligand OH et la 
présence d’un seul contre-ion sont deux arguments qui prouvent que le ligand final est un  
hydroxo et non pas un aquo. 
La formule brute calculée est donc : C28H20ClN4O2Ru, F6P, 0,5 (C2H3N), 2 (H2O). 
 
Les paramètres de maille sont rassemblés dans le Tableau III-1 suivant : 
 
Tableau III-1 : Paramètres de maille de la structure de trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6, 0,5 CH3CN, 2 H2O 
Distances (Å) Angles (°) 
a = 8,1415 (6)  = 94,482 (2) 
b = 11,4934 (7)  = 95,417 (2) 
c = 16,4051 (11)  = 97,154 (2) 
 
Un des ligands chloro en cis de la terpyridine a été remplacé par un ligand hydroxo 
OH. En effet, dans ce nouveau complexe, la densité électronique autour du ruthénium et donc 
les distances de liaisons calculées sont caractéristiques d’une liaison Ru-Cl et d’une liaison 
Ru-O. La longueur de la liaison Ru-Cl est de 2,4020(8) Å alors que celle de la liaison Ru-O 
est de 1,950(2) Å. L’électronégativité de l’atome d’oxygène étant supérieure à celle du chlore, 
il est logique de trouver une liaison plus courte dans le complexe transformé. La substitution 
d’un ligand chloro labile sur des complexes de ruthénium a déjà été mise en évidence dans la 
littérature. En milieu aqueux, le chlore peut être remplacé par une molécule de H2O ou un 
groupement hydroxo.129,196 
La transformation observée est schématisée sur la Figure III-10. 
 
 
Figure III-10 : Transformation dans l’eau du complexe trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]+ 
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  Quant au ligand nitrosyle, il est toujours lié au ruthénium par l’azote, mais en position 
cis de la terpyridine, le dernier ligand Cl s’étant placé en trans du ligand tridente. La longueur 
de la liaison N-O est faiblement modifiée, ceci étant dû à l’échange de Cl par un ligand 
légèrement plus attracteur. Elle passe de 1,132(7) Å dans le trans (Cl,Cl)- à 1,147(4) Å dans 
le trans (NO,OH)-. Le fragment Ru-N-O reste quant à lui quasiment linéaire avec un angle de 
173,8(3)°. Dans les deux complexes (avant et après transformation dans l’eau), la 
configuration électronique du fragment Ru-NO est la suivante : {RuII-NO+}.15,197 
 
En revanche, la position de la terpyridine n’a pas changé par rapport au complexe de 
départ, dont la structure obtenue par DRX est rappelée Figure III-11.107 
 
 
Figure III-11 : Structure cristallographique du trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]+  
 
Le Tableau III-2 rassemble les distances caractéristiques citées plus haut, telles que 
celle entre le ruthénium et les différents atomes d’azote de la terpyridine ou celle de la liaison 
N-O, ainsi que des angles entre ces atomes pour le complexe de départ et le complexe 
transformé en présence d’eau.  
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Tableau III-2 : Distances et angles caractéristiques des complexes trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]
+ et 
trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ 
Distances (Å) trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]+ trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ 
Ru-Cl 2,3642(18) et 2,3478(18) 2,4020(8) 
Ru-O - 1,950(2) 
N-O 1,132(7) 1,147(4) 
Ru-N(2)terpy 2,081(6) 2,086(3) 
Ru-N(3)terpy 2,001(5) 1,981(3) 
Ru-N(4)terpy 2,073(6) 2,081(3) 
Angles (°) trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]+ trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ 
Ru-N-O 179,5(6) 173,8(3) 
N(2)terpy-Ru-N(4)terpy 156,4(2) 158,06(11) 
N(3)terpy-Ru-N(2)terpy 77,6(2) 79,64(11) 
N(3)terpy-Ru-N(4)terpy 78,7(2) 79,51(11) 
 
 
L’isomère obtenu n’est pas celui qui aurait pu être attendu puisque tous les ligands ont 
subi un déplacement autour du ruthénium. En effet, par simple échange de ligand Cl/OH, le 
complexe attendu aurait été trans (Cl,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6, avec le ligand nitrosyle 
toujours en trans de la terpyridine, comme montré sur la Figure III-12. Il y a donc un 
réarrangement complet dans la sphère de coordination du métal.  
 
 
 
Figure III-12 : Représentation schématique du complexe de départ et des complexes attendus a 
priori et obtenu après transformation dans l’eau 
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Pour plus de clarté, dans la Figure III-12 ci-dessus, le ligand terpyridine n’est pas 
entièrement représenté. 
 
Dans un second temps, l’analyse par DRX permet de mettre en évidence les liaisons 
Hydrogène existant entre deux cations de la même maille. Ces interactions sont présentées sur 
la Figure III-13. 
 
Figure III-13 : Structure cristallographique présentant les liaisons Hydrogène entre deux cations 
 
Des liaisons Hydrogène ont pu être identifiées entre le ligand Cl en trans de la 
terpyridine d’un premier complexe et l’atome d’hydrogène porté par le ligand hydroxo d’un 
second complexe. La présence de ces deux liaisons Hydrogène intermoléculaires stabilise le 
complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6, ce qui ne pourrait pas être le cas pour le 
complexe attendu a priori (trans (Cl,OH)- [RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6). Il existe aussi une 
liaison Hydrogène entre le ligand OH et une molécule d’eau qui a co-cristallisé dans la maille. 
Des liaisons Hydrogène sont également créées entre une molécule d’eau et l’ion PF6-. 
 
En revanche, des cristaux n’ont pas pu être obtenus pour le cis (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6. Il n’est donc pas possible de conclure sur la nature de l’isomère de 
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ qui est obtenu dans ce cas par la diffraction des rayons X. Mais 
l’hypothèse d’un simple échange de ligand Cl par OH sur le complexe est envisageable. 
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III. 2. 4- Influence de la transformation des complexes sur la fréquence 
d’élongation de la liaison N-O  
 
En spectroscopie infrarouge, les bandes d’élongation de la liaison N-O se situent au-
delà de 1820 cm-1 pour des complexes présentant le fragment {RuII-NO+}.91 
Selon la position des autres ligands, la bande relative à l’élongation de N-O peut varier 
de plusieurs cm-1. En effet, le trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]
+ présente une bande de vibration à 
1903 cm-1 tandis que cette bande est à 1894 cm-1 pour son isomère cis (Cl,Cl)-. Dans le trans 
(Cl,Cl)-, le ligand nitrosyle est en trans de la terpyridine qui est π-accepteur, donc l’ordre de 
la liaison Ru-N est diminué et par conséquent celui de la liaison N-O est augmenté. Ceci se 
traduit par une augmentation de l’énergie de l’élongation de la liaison N-O par rapport au cis 
(Cl,Cl)-.107 
D’après la littérature, la fréquence d’élongation de la liaison N-O peut varier lorsque 
les ligands Cl sont remplacés par des ligands OH ou H2O. En effet, sur des complexes 
[Ru(NH3)4(NO)(X)]Cln, Fairey et al. ont observé que le remplacement du ligand Cl par un 
ligand H2O augmentait la fréquence de la bande N-O de 32 cm
-1 alors que sa substitution par 
OH la faisait diminuer de 33 cm-1.198 
 Lorsque le trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]
+ est transformé en présence d’eau, la fréquence 
d’élongation de la liaison N-O passe de 1903 cm-1 à 1894 cm-1. Ceci correspond au 
comportement décrit lors du remplacement d’un ligand Cl par un OH. S’il y avait eu une 
substitution par H2O, la fréquence aurait dû augmenter. En effet, le groupement OH
- est un 
meilleur ligand que Cl- lorsqu’il est en trans du NO.129 L’ordre de liaison Ru-N est donc 
augmenté et celui de la liaison N-O est diminué, ce qui est traduit par une diminution de la 
fréquence νNO. 
 De plus, dans le produit trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+, on retrouve la bande 
d’élongation de N-O à la même fréquence que pour le cis (Cl,Cl)- [RuFTCl2NO]+.  
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III. 2. 5- Calculs théoriques 
 
III. 2. 5- a) Calculs de l’enthalpie libre des isomères de [RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ 
 
Des calculs sont menés afin de justifier l’obtention de l’isomère trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ à partir du trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]
+. Les trois isomères 
envisageables sont représentés sur la Figure III-14.  
 
Figure III-14 : Structures simplifiées des trois isomères envisageables après transformation du 
trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]+ dans l’eau 
Les répulsions électroniques entre les différents groupements ne semblent pas être 
minimisées de façon importante dans un des isomères plutôt que dans un autre.  
Ainsi, pour comprendre pour quelle raison un tel réarrangement de la sphère de 
coordination du ruthénium a lieu, les enthalpies libres des trois isomères possibles sont 
calculées. La méthode utilisée est B3PW91 et les résultats sont présentés dans le Tableau III-
3. 107 
 
Tableau III-3 : Enthalpies libres des trois isomères de [RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ envisageables (en 
Hartree et en kcal/mol) 
Enthalpie G  trans (Cl,NO) trans (Cl,OH) trans (NO,OH) 
(en Ha) -2001,576810 -2001,58331 -2001,592491 
(en kcal/mol) -1,256009.106 -1,256013.106 -1,256019.106 
 
L’isomère trans (Cl,NO)- est le moins stable des trois isomères proposés. En effet, son 
énergie est supérieure de 4,1 kcal/mol par rapport au trans (Cl,OH)- et de 9,8 kcal/mol par 
rapport au trans (NO,OH)-. L’isomère le plus stable, avec une énergie de Gibbs plus faible 
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que les deux autres est le trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+. Ceci est résumé sur la 
Figure III-15. 
 
Figure III-15 : Schéma des enthalpies libres des trois isomères envisageables 
Cela est cohérent avec les observations menées en diffraction des rayons X. Sa 
meilleure stabilité permet d’expliquer pourquoi cet isomère est obtenu préférentiellement. 
 
 
III. 2. 5- b) Calculs théoriques des spectres d’absorption  
 
Les spectres d’absorption théoriques du produit de départ trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]
+, de son produit dans l’eau trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ et du cis 
(Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]
+ sont calculés afin de comparer les transitions impliquées dans le 
départ de NO•. 
Les calculs sont menés avec la méthode CAM-B3LYP/6-31G* pour les différentes 
propositions comme cela a été le cas pour plusieurs complexes similaires, avec l’eau comme 
solvant. 107 
 
 Le spectre théorique obtenu pour le produit de départ trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]
+ est 
représenté sur la Figure III-16. La transition la plus intense se situe à 369 nm. 
 
Figure III-16 : Spectre d’absorption théorique de trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]+, calculé dans 
l’eau 
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Celui de l’isomère cis (Cl,Cl)- est présenté sur la Figure III-17. Par rapport à son 
isomère, celui-ci est décalé vers les plus faibles longueurs d’onde, avec un maximum 
d’absorption à 354 nm. 
 
Figure III-17 : Spectre d’absorption théorique de cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]+, calculé dans l’eau 
 
Le spectre théorique calculé pour le produit transformé dans l’eau trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ est tracé sur la Figure III-18.  
 
Figure III-18 : Spectre d’absorption théorique de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+, calculé 
dans l’eau 
La transition de plus faible énergie est décalée de 369 nm à 342 nm quand le produit 
évolue dans l’eau. Le décalage entre les transitions de plus basse énergie pour le trans (Cl,Cl)- 
et le trans (NO,OH)- correspond à une énergie de 2140 cm-1. Ce blue-shift est dû à la 
substitution d’un ligand Cl par OH. 
En effet, le calcul du spectre théorique de trans (Cl,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ 
montre que l’échange de ligand Cl par OH sans réarrangement a également un effet 
hypsochrome. La transition étudiée est décalée à 353 nm.  
Expérimentalement, un décalage vers les faibles longueurs d’onde est donc attendu 
pour la transition de plus basse énergie du produit transformé par rapport au trans (Cl,Cl)- de 
départ.  
 
Le Tableau III-4 rassemble, pour chacun des trois complexes dont le spectre 
d’absorption théorique a été calculé, la longueur d’onde d’absorption maximale, la force 
d’oscillateur et la composition de la transition de plus basse énergie. Pour les trois complexes, 
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cette transition de plus basse énergie va de l’état fondamental vers le sixième état excité 
(1→7). 
 
Tableau III-4 : Caractéristiques de la bande de plus basse énergie pour les complexes cis (Cl,Cl)-
et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]+ et trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ 
Complexe Transition max f Composition 
trans (Cl,Cl)- 1→7 369 0,665 68,9% 136→137 + 10,8% 136→139 
cis (Cl,Cl)- 1→7 354 0,722 50,5% 136→137 + 20,0% 136→139 
trans (NO,OH)- 1→7 342 0,961 65,6% 132→133 + 14,6% 132→135 
 
Pour le cis (Cl,Cl)- et le trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]
+, l’orbitale 136 correspond à la 
HOMO et la 137 à la LUMO. Pour le trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+, l’orbitale 132 
est la HOMO et la 133 est la LUMO. Dans les trois cas, les calculs ont montré que la 
transition de plus basse énergie a un caractère HOMO → LUMO dominant. 
Les densités électroniques des orbitales HOMO et LUMO des trois complexes sont 
représentées sur la Figure III-19. 
 
Figure III-19 : Orbitales HOMO et LUMO pour les complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]+ et trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ 
 
Pour les transitions HOMO → LUMO des trois complexes cis (Cl,Cl)-, trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]
+ et trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+, il existe un transfert de charge du 
fragment fluorène vers des orbitales anti-liantes entre le métal et le ligand NO. Ce transfert de 
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charge diminue l’ordre de la liaison Ru-N et favorise le départ de NO•. Cela suggère que 
l’excitation de cette transition doit induire le départ de NO• et ce, également pour le complexe 
transformé dans l’eau. 
Pour comparaison, le spectre d’absorption théorique de trans (Cl,H2O)-
[RuFT(Cl)(H2O)(NO)]
2+ est ensuite calculé. La Figure III-20 montre que la transition de plus 
faible énergie est à 409 nm. Le maximum d’absorption, dans de cas d’une substitution du 
ligand Cl par le ligand H2O, se décale donc vers les hautes longueurs d’onde par rapport au 
complexe trans (Cl,Cl)- de départ, contrairement à sa substitution par OH. 
 
Figure III-20 : Spectre d’absorption théorique de trans (Cl,H2O)-[RuFT(Cl)(H2O)(NO)]2+, 
calculé dans l’eau 
 
En résumé, la transformation du trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]
+ en trans (Cl,H2O)-
[RuFT(Cl)(H2O)(NO)]
2+ est caractérisée par un red-shift de la bande de plus faible énergie, 
alors que sa transformation en trans (Cl,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ s’accompagne d’un 
blue-shift. 
 
 
III. 2. 6- Suivi des spectres d’absorption des cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6 en présence d’eau par spectroscopie UV-Vis 
 
III. 2. 6- a) Evolution du cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6  
 
Le complexe cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 est stable au moins 48 heures dans 
l’acétonitrile CH3CN et dans le DMSO à l’abri de la lumière, d’après un suivi en 
spectroscopie d’absorption. 
Le complexe n’étant pas soluble dans l’eau, pour étudier ses propriétés dans des 
conditions compatibles en biologie, ce dernier est d’abord solubilisé dans le DMSO, puis dans 
l’eau pour obtenir une solution à 0,5 % DMSO dans l’eau. Ces conditions sont connues pour 
ne pas avoir d’influence en biologie. 
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 Des spectres d’absorption pris à différents temps après la mise en solution sont 
représentés sur la Figure III-21. Le maximum d’absorption situé à 280 nm est lié au ligand 
fluorène-terpyridine (FT), comme cela a été décrit dans le Chapitre II. Dans cette partie, le 
domaine d’intérêt se situe entre 300 et 800 nm. 
  
 
 
Figure III-21 : Evolution de cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans l'eau (0,5% DMSO) 
 
La Figure III-21 montre que le spectre d’absorption du cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 
évolue au cours du temps sur le domaine 300-800 nm. A t = 0 min, le spectre présente trois 
maxima d’absorption : à 333 nm, 374 nm et 410 nm. L’absorbance augmente au cours du 
temps entre 325 nm et 408 nm, et diminue après 408 nm pour s’annuler au-delà de 600 nm. 
Le dernier spectre pris après 20 heures d’évolution présente un maximum d’absorption à 365 
nm et cette espèce est stable dans l’eau (0,5% DMSO). Tous les spectres enregistrés lors de 
l’évolution du composé se croisent en un point isosbestique situé à 408 nm. Cela signifie qu’il 
existe un équilibre entre le composé de départ et l’espèce transformée, qui serait, d’après les 
précédentes analyses, trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6. 
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III. 2. 6- b) Evolution du trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6  
 
 La transformation de trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 doit à présent être étudiée dans 
l’eau. Comme pour son isomère cis (Cl,Cl)-, le complexe est solubilisé dans le DMSO, puis la 
solution est diluée dans l’eau afin d’avoir un pourcentage volumique final en DMSO de 0,5%. 
L’évolution des spectres d’absorption est représentée sur la Figure III-22. Comme pour le cis 
(Cl,Cl)-, le domaine d’intérêt se situe entre 300 et 800 nm. 
 
 
Figure III-22 : Evolution du spectre d’absorption de trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans l’eau  
(0,5% DMSO)  
 
L’évolution débute dès les premières minutes et dure 40 heures. Avant la 
transformation, à t = 0 min, le maximum d’absorption se trouve à 420 nm. Ensuite, l’allure du 
spectre évolue très rapidement et le maximum d’absorption se décale à 390 nm. Plus tard, un 
nouveau maximum d’absorption à 365 nm apparaît et une espèce stable est obtenue après 40 
heures d’évolution. 
Au cours de l’évolution, les courbes d’absorbance se coupent en un point isosbestique 
situé à 408 nm. L’absorbance augmente au cours du temps entre 315 nm et 408 nm, diminue 
après 408 nm et reste nulle au-delà de 600 nm. 
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III. 2. 6- c) Comparaison des évolutions des deux isomères de [RuFTCl2NO]
+  
 
Même si l’évolution est plus lente pour le trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 que pour 
son isomère cis (Cl,Cl)-, les deux suivis par spectroscopie d’absorption sont similaires. En 
effet, dans les deux cas, un point isosbestique à 408 nm est observé, ce qui met en évidence un 
équilibre entre deux espèces.  
Les spectres obtenus après transformation complète des complexes cis (Cl,Cl)- et trans 
(Cl,Cl)- dans l’eau sont normalisés et tracés sur la Figure III-23. Les deux tracés sont 
quasiment superposables, ils présentent tous deux deux maxima d’absorption à 280 nm et 365 
nm et une absorbance nulle après 600 nm.  
 
Figure III-23 : Comparaison des spectres d’absorption de cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6 après évolution dans l’eau (0,5% DMSO) 
 
D’après les analyses en spectrométrie de masse, les deux isomères cis (Cl,Cl)- et trans 
(Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]
+ se transforment tous deux en [RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ dans l’eau. Le 
fait que les spectres d’absorption soient superposables et que tous les deux soient décalés vers 
les faibles longueurs d’onde par rapport aux complexes de départ, suggèrent, grâce aux 
calculs théoriques, que les deux isomères se transforment en la même espèce : le trans 
(NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+. 
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III. 2. 7- Analyse par résonance magnétique nucléaire des produits transformés 
dans l’eau 
 
La RMN du proton est une technique qui renseigne sur l’environnement des protons. 
Cela permet donc d’identifier les isomères obtenus dans l’eau par comparaison avec les 
produits cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)- de départ. 
 
Sur la Figure III-24 sont superposés les spectres RMN 1H du trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6 (en bleu), du cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 (en vert) et du trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6
 (en rouge). Les trois complexes ont été dissous dans l’acétonitrile 
deutéré CD3CN.  
 
Figure III-24 : Comparaison des spectres RMN 1H du trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 et du 
produit transformé trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 dans CD3CN 
 
D’après la Figure III-24, pour le produit transformé dans l’eau, le nombre de protons 
aromatiques est de 18. Il y a un proton de plus, sous la forme d’un singulet élargi situé à 7,95 
ppm, correspondant à celui du ligand hydroxo. De plus, le doublet correspondant aux protons 
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H6 et H6’’ de la terpyridine est plus déblindé dans le complexe transformé : il passe de 8,81 
ppm pour le trans (Cl,Cl)- à 9,23 ppm pour le trans (NO,OH). Le singulet correspondant aux 
protons H3’ et H5’ est également plus déblindé dans le complexe transformé (8,96 ppm contre 
8,82 ppm). Ces nouveaux déplacements chimiques sont similaires à ceux obtenus pour 
l’isomère cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans CD3CN.107 Cela signifie que lors de la 
transformation du trans (Cl,Cl)- dans l’eau, le ruthénium passe d’un environnement trans 
(Cl,Cl)- à un environnement proche du cis (Cl,Cl)-, qui est celui du trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+. 
 
Une analyse RMN 1H est également réalisée sur le produit transformé dans l’eau à 
partir du cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6. Le nombre de protons total est également supérieur de 
1 par rapport au produit de départ à cause de la substitution d’un ligand Cl par un OH. Le 
doublet correspondant aux protons H6 et H6’’ de la terpyridine se situe au même déplacement 
chimique que le produit de départ (9,23 ppm pour le produit transformé et 9,24 ppm pour le 
cis (Cl,Cl)-). Cela montre que pour cet isomère, il n’y a pas de réarrangement des ligands et 
qu’un ligand Cl est directement remplacé par un ligand OH. Dans l’eau, le cis (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]
+ se transforme donc en trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+. 
 
Les deux spectres RMN 1H obtenus par transformation dans l’eau du trans (Cl,Cl)- et 
du cis (Cl,Cl)- sont quasiment superposables. Le Tableau III-5 regroupe les différents 
signaux et leur déplacement chimique. 
Tableau III-5 : Déplacements chimiques (en ppm) des signaux en RMN 1H pour les différents 
complexes dans CD3CN 
Protons trans (Cl,Cl)- cis (Cl,Cl)- 
trans (Cl,Cl)- 
transformé dans 
l’eau 
cis (Cl,Cl)- 
transformé dans 
l’eau 
H6 et H6’’ 8,81 9,24 9,23 9,22 
H3’ et H5’ 8,82 8,91 8,96 8,93 
H3 et H3’’ 8,73 8,79 8,85 8,81 
H4 et H4’’ 8,43 8,53 8,52 8,49 
H1f 8,34 8,38 8,40 8,38 
H3f et H4f 8,17 8,19 8,24-8,16 8,21-8,14 
H5 et H5’’ 8,03-7,90 8,06-7,97 8,06-7,98 8,05-7,96 
OH / / 7,95 7,15 
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H8f 7,72 7,72 7,72 7,72 
H6f et H7f 7,53-7,47 7,56-7,45 7,55-7,45 7,55-7,45 
H9f 4,15 4,17 4,16 4,14 
 
L’analyse par RMN du proton confirme que les deux isomères cis (Cl,Cl)- et trans 
(Cl,Cl)- [RuFTCl2NO]
+ se transforment en la même espèce dans l’eau. 
 
 
III. 2. 8- Proposition d’interprétation des mécanismes mis en jeu 
 
Dans les paragraphes précédents, les techniques de spectroscopie UV-Vis et de RMN 
1H ont permis de conclure sur la transformation des isomères cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]
+ en une même espèce qui est le trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+, comme 
le résume la Figure III-25. 
 
Figure III-25 : Transformation des isomères cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]+ en trans 
(NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ dans l’eau 
D’après les suivis d’absorption par spectroscopie UV-Vis, l’évolution du cis (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]
+ est assez rapide et la présence d’un point isosbestique traduit l’existence d’un 
équilibre avec une seule espèce. Cette observation concorde avec le fait que pour se convertir 
en trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+, il suffit qu’un ligand OH se substitue au ligand Cl 
situé en trans du nitrosyle sur le complexe cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]
+. L’isomère trans 
(Cl,Cl)- doit aussi subir une réorganisation des ligands autour du métal. D’après Nagao et al., 
la substitution d’un ligand Cl s’accompagne d’un déplacement du ligand nitrosyle qui était en 
trans de la terpyridine à la position cis.129 Cependant, la présence d’un point isosbestique dans 
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le suivi des spectres d’absorption suggère que cette étape est assez rapide, de sorte que 
l’évolution qui est suivie par spectroscopie correspond à l’échange de ligand, comme observé 
pour le complexe cis (Cl,Cl)-. 
 
La réaction ayant lieu en milieu aqueux, l’hypothèse de la substitution du ligand Cl par 
une molécule d’H2O est émise, induisant la formation d’intermédiaire(s) non caractérisé(s) 
(Figure III-26).  
 
Figure III-26 : Proposition d’étapes de transformation des cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]+ dans l’eau 
 
 La variation d’enthalpie libre de la réaction d’échange avec H2O est calculée à partir 
de l’isomère trans (Cl,Cl)- : 
trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]+ + 2 H2O → trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ + Cl- + H3O+ 
Pour cette réaction, le calcul donne ΔG° = + 38,6 kcal/mol (méthode B3PW91/6-31G*). Cette 
valeur indique que la réaction n’est pas thermodynamiquement favorable. 
 
 Le même type de calcul est donc réalisé sur la réaction de substitution par OH- : 
trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]+ + OH- → trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ + Cl- 
Dans ce cas, la variation d’enthalpie libre est négative (ΔG° = -58,9 kcal/mol), la réaction est 
donc thermodynamiquement favorable. Or, l’échange ayant lieu en milieu aqueux à pH≈6, 
peu d’ions OH- sont présents en solution pour substituer directement le ligand Cl. De plus, le 
ligand nitrosyle (NO+), qui est sensible en condition basique, se transformerait aisément en 
NO2
-. Or cela n’est pas constaté. Le mécanisme de cette transformation est donc plus 
complexe, avec la mise en jeu d’un mécanisme concerté.  
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La transformation des complexes dans l’eau présentée dans cette partie est plus ou 
moins rapide selon l’isomère. D’après les suivis par spectroscopie UV-Vis, les solutions de 
complexe qui sont utilisées 48 heures après la mise en solution sont constituées uniquement 
de l’espèce transformée trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+. Dans la suite des travaux, les 
études menées sur le complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ sont faites sur ces 
solutions stabilisées. 
D’après les études précédentes, il peut être considéré que pendant les premiers temps 
de l’évolution, ce sont les complexes de départ cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]+ qui 
sont en solution. Par la suite, ces complexes évoluent dans l’eau et pendant leur 
transformation (avant la stabilisation), ils sont notés : cis (Cl,Cl)* et trans (Cl,Cl)*. Sous 
irradiation, l’évolution de l’absorbance qui sera enregistrée pourra donc provenir de deux 
phénomènes simultanés : la transformation des complexes de départ en trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ et la photolibération de NO•.  
 
 
III. 3. Propriétés photochimiques du complexe trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 dans l’eau 
 
Dans la partie précédente, la transformation des deux isomères cis (Cl,Cl)- et trans 
(Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans l’eau a été caractérisée. Les propriétés de photolibération de 
NO• par ce nouveau complexe doivent être étudiées dans l’eau, dans des conditions proches 
de celles utilisées en biologie. 
 
 
III. 3. 1- Mise en évidence de la photolibération de NO• dans l’eau 
 
De la même façon que dans l’acétonitrile, pour apporter une preuve directe de la 
nature du produit libéré par irradiation, la résonance paramagnétique électronique (RPE) est 
utilisée. Le radical NO• ayant une très faible durée de vie en solution (de l’ordre de quelques 
millisecondes), le piégeur [FeII(MGD)2] permet de pouvoir observer l’adduit [Fe(MGD)2-
NO•] (car le FeII qui est bas spin est silencieux en RPE). 
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Une solution de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 dans l’eau (avec 0,5% 
DMSO) est analysée par RPE sous irradiation à un photon à l’aide d’une lampe à mercure. 
Sur la Figure III-27 sont représentées les courbes obtenues au cours de l’irradiation. 
 
Figure III-27 : Signal RPE obtenu par irradiation du trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
dans l’eau en présence de piégeur de spin 
 
Les signaux obtenus sont des triplets, avec un facteur de Landé g = 2,040 et une 
constante de couplage hyperfin a = 1,20.10-3 cm-1, caractéristiques de l’adduit formé avec 
NO•.180  
Un léger signal est détecté avant irradiation, une faible quantité de NO• étant libérée 
par la luminosité ambiante. La Figure III-27 montre que l’intensité du signal dû à la 
libération de NO• augmente avec le temps d’irradiation. Cette expérience prouve que le NO• 
peut être photolibéré dans des conditions proches de celles utilisées en biologie (eau, 0,5% 
DMSO). 
 
 De plus, la même expérimentation est réalisée en utilisant une solution de trans 
(NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 dans l’eau (0,5% DMSO) dans laquelle de l’argon a 
préalablement été bullé pendant une heure. Sur la Figure III-28 sont superposés les signaux 
obtenus après 20 minutes d’irradiation pour la solution faite dans l’eau (présentée Figure III-
27) et pour la solution dépourvue d’oxygène. 
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Figure III-28 : Signaux RPE obtenus après 20 min d’irradiation d’une solution de trans 
(NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 en présence (courbe jaune) et en absence (courbe bleue) 
d’oxygène 
 
Les signaux caractéristiques du NO• piégé montrent que pour un même temps 
d’irradiation, la quantité de NO• libérée par le complexe est environ cinq fois supérieure dans 
le cas de la solution dans laquelle l’argon a été bullé. En effet, en l’absence d’oxygène, le NO• 
n’a plus la possibilité de s’oxyder (en nitrites et nitrates) donc la réaction de complexation 
avec le piégeur n’est plus en compétition avec l’oxydation. La totalité du NO• généré est donc 
visible en RPE. 
 
L’utilisation d’un piégeur et la visualisation du signal triplet en RPE apportent une 
preuve directe de la libération de NO• sous irradiation dans l’eau. Cette technique ne permet 
pas une approche quantitative de la photolibération dans ces conditions. 
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III. 3. 2- Quantification de la libération de NO• dans l’eau 
 
III. 3. 2- a) Principe de détection par une électrode spécifique de NO• 
 
Une des techniques les plus courantes pour mesurer une concentration de NO• en 
milieu aqueux est l’électrochimie, plus précisément l’utilisation d’une électrode spécifique de 
NO•. 
L’électrode spécifique de NO• utilisée est composée d’un capteur ampérométrique, 
recouvert de plusieurs membranes assurant la sélectivité des espèces titrées. Le gaz NO• peut 
diffuser à travers ces membranes jusqu’à l’électrode. Le potentiel appliqué à cette électrode 
provoque l’oxydation du NO• en NO+, et le courant issu des électrons générés est enregistré. 
Ce courant est proportionnel à la concentration de NO• diffusant à travers la membrane de 
l’électrode et donc à la concentration de NO• en solution.  
La solution contenant le donneur de NO• doit être sous agitation afin que la 
concentration soit homogène dans la solution ainsi que dans la membrane de l’électrode. 
 
L’électrode utilisée dans ces travaux pour la mesure de la concentration de NO• libéré 
par l’irradiation de complexes de ruthénium à ligand nitrosyle est une ami-NO 700, provenant 
de chez Innovative Instruments Inc. Il s’agit d’une électrode combinée, c’est-à-dire que ni 
électrode de référence ni contre-électrode ne sont nécessaires. 
 
Figure III-29 : Schéma de l’électrode NO ami-NO 700, Innovative Instruments Inc. 
 
 
III. 3. 2- b) Calibration de l’électrode 
 
Afin de relier le courant mesuré à la concentration de NO• en solution, une calibration 
est nécessaire. Il s’agit de générer une concentration connue de NO•, de mesurer le courant 
résultant et de calculer le coefficient permettant de relier ces deux grandeurs. Ce coefficient 
est la sensibilité de l’électrode, valeur homogène à une intensité divisée par une concentration 
(pA/nM). 
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Plusieurs techniques de calibration existent : à partir de gaz NO• directement bullé dans 
une solution aqueuse désoxygénée, à partir de SNAP (S-nitroso-acétylpénicillamine) en 
solution aqueuse en présence d’ions Cu2+, ou à partir de nitrates en solutions. 
C’est cette dernière technique qui est utilisée dans cette étude. En effet, la réduction en 
milieu acide de NO2
- donne NO• en solution aqueuse, selon l’équation de réaction :  
2 NO2
-  +  4 H+  +  2 I -  →  2 NO•  +  I2  +  2 H2O 
En pratique, il s’agit d’ajouter, sous agitation constante, un volume connu d’une 
solution de NaNO2 de concentration connue dans une solution aqueuse, contenant un excès de 
KI, acidifiée par H2SO4. La réaction de réduction étant équimolaire, la concentration de NO2
- 
mise en solution est égale à la concentration de NO•, qui correspond au courant mesuré. La 
Figure III-30 présente une calibration de l’électrode NO autour de 100 nM (le volume total 
étant de 20 mL). 
 
Figure III-30 : Exemple de calibration de l’électrode NO par ajout de NaNO2 dans une solution 
acidifiée contenant KI 
 
 
III. 3. 2- c) Mise au point du protocole expérimental 
 
La libération de NO• est provoquée par l’irradiation de la solution à l’aide d’une lampe 
à vapeur de mercure. 
Des premiers essais d’irradiation en continu ont été menés. Malheureusement ceux-ci 
n’ont pas permis de rendre compte de la concentration totale de NO• libéré. En effet, lorsque 
la solution aqueuse de complexe est placée sous irradiation continue, le courant atteint assez 
rapidement un maximum alors que la totalité du composé en solution n’a pas réagi. Cela est 
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expliqué par le fait que la longue irradiation libère une quantité importante de NO• et ce 
maximum correspond au début de la dégradation du NO• par des réactions d’oxydation en 
nitrites et nitrates. La compétition entre la réaction à l’électrode et la réaction de dégradation 
du NO• masque la production de NO•. Le courant mesuré arrête d’augmenter et commence 
même à diminuer. Quand l’irradiation est stoppée, il n’y a plus de production de NO• et le 
signal chute brutalement, puisque seule la dégradation du NO• est enregistrée. Si la solution 
est irradiée à nouveau, le signal recommence à augmenter car il y a production de NO•. Cela 
montre que l’irradiation continue ne permet pas de rendre compte de la totalité du NO• libéré. 
 
 
Figure III-31 : Signal de NO• enregistré sous irradiation continue de la solution contenant le 
complexe 
 
 Pour ces raisons, le mode d’irradiation choisi est l’utilisation de courtes irradiations 
successives.199 Cela permet au système de prendre en compte la totalité de la quantité de NO• 
libérée à chaque irradiation, et ce, jusqu’à ce qu’un plateau soit atteint, ce qui signifie que tout 
le complexe en solution a réagi. 
 
L’étude de l’irradiation d’une solution aqueuse sans donneur de NO• a permis de 
mettre en évidence la présence d’artéfacts dus aux flashes d’irradiation. En effet, même en 
plaçant l’électrode NO en dehors du flux lumineux de la fibre, comme cela est préconisé par 
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le groupe de Mascharak200 ou de Liu201, un courant est mesuré à chaque irradiation. Chaque 
flash entraîne la même augmentation de courant et le léger échauffement de la solution est 
traduit par la dérive de la ligne de base du signal. Le signal engendré par l’irradiation 15 
secondes toutes les 110 secondes est représenté sur la Figure III-32.  
 
Figure III-32 : Signal « parasite » enregistré par l’électrode NO dû uniquement à l’irradiation 
 
Afin de tenter de réduire ces artéfacts dus à l’irradiation, plusieurs montages ont été 
envisagés. La première suggestion concernait la focalisation du faisceau de la fibre dans la 
solution, afin que celui-ci ne rencontre pas l’électrode. Malheureusement, cette technique n’a 
pas permis l’affranchissement de ces artéfacts. En effet, le graphe de la Figure III-33 montre 
qu’à chaque irradiation de 20 secondes, toutes les 50 secondes, un courant est mesuré. 
 
Figure III-33 : Premier montage proposé (à gauche) et artéfacts dus à l’irradiation mesurés par 
l’électrode NO (à droite) 
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Le second montage envisagé est l’irradiation de la solution et l’utilisation d’une 
protection de l’électrode afin d’empêcher le flux lumineux de l’atteindre directement, comme 
montré sur la Figure III-34. 
 
Figure III-34 : Second montage proposé (à gauche) et artéfacts dus à l’irradiation mesurés par 
l’électrode NO (à droite) 
          Cette technique non plus n’a pas permis d’annuler les artéfacts dus à l’irradiation. Au 
bout de 250 secondes, l’intensité du courant est environ de 400 pA, ce qui est le cas dans le 
montage de la Figure III-33 également. 
 
Différents contenants pour la solution aqueuse ont également été testés afin de réduire 
la réflexion de la lumière par le verre blanc. Des bécher teintés en noir, des béchers en téflon 
et des barreaux aimantés foncés ont été utilisés. Mais ces derniers ne permettaient pas 
d’améliorer l’expérimentation. 
 
Pour rendre compte du courant généré par la libération de NO• uniquement, le signal 
parasite dû à l’irradiation doit être retranché du signal brut enregistré après l’irradiation de la 
solution contenant le complexe de ruthénium à ligand nitrosyle.  
Finalement, toutes les méthodes expérimentées requièrent la soustraction du signal 
intrinsèque à l’irradiation, donc un montage simple sans protection est utilisé et le protocole 
qui est choisi est le suivant. Après la calibration de l’électrode et la mesure de sa sensibilité, 
un « blanc », qui correspond au signal « parasite » de l’irradiation dans l’eau, doit être 
enregistré. Ensuite, le signal brut est mesuré pendant l’irradiation de la solution aqueuse du 
complexe. Pour finir, le «blanc » est retranché informatiquement au signal brut et le courant 
généré par NO• uniquement est obtenu. 
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Par exemple, la mesure du courant généré par la photolibération de NO• par le cis 
(Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 (irradié par une lampe à mercure) en fonction du temps est montrée 
sur la Figure III-35. 
 
 
Figure III-35 : Signal du NO• photolibéré après soustraction du signal artéfact 
 
 La courbe grise représente le signal de l’irradiation de la lampe dans l’eau pure et la 
verte correspond au signal enregistré après irradiation de la solution aqueuse de cis (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6. La courbe rouge est la différence des deux précédentes et correspond 
uniquement au signal du NO•. Pour d’importantes concentrations de NO• libéré, comme ici 
400 nM,  le signal de l’irradiation seule est pratiquement négligeable. 
 Dans le prochain paragraphe, les courbes de libération de NO• en fonction du temps 
présentées montrent uniquement le signal dû au NO•, celui de l’irradiation ayant déjà été 
retranché.  
 
 
III. 3. 2- d) Mesure de la concentration de NO• libéré par irradiation 
 
Plus tôt dans ce chapitre, la transformation des isomères cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6 a été mise en évidence. Il est donc capital de vérifier que le complexe 
obtenu dans l’eau conserve sa capacité de photolibération de NO•.  
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Après avoir calibré l’électrode et enregistré le signal de l’irradiation dans l’eau pure, la 
libération des complexes cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6, trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 et 
trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 peut être comparée. 
 
Des irradiations courtes de 15 secondes, toutes les 110 secondes constituent la 
méthode d’irradiation choisie pour mesurer la concentration de NO• photolibéré. Ces 
paramètres de temps permettent au signal de NO• de se stabiliser après chaque irradiation, ce 
qui correspond à une concentration de NO• stable,  mais ils sont choisis aussi pour que 
l’irradiation suivante ait lieu avant que le signal de NO• ne commence à décroitre (oxydation 
en nitrites et nitrates). La durée totale de l’irradiation est de 15 minutes, car c’est la période 
durant laquelle l’évolution de la libération de NO• est la plus importante.  
 
Lors de la mesure de la concentration de NO• libéré par les trans (Cl,Cl)- et cis 
(Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6, les solutions dans l’eau sont préparées au dernier moment, entre 30 
secondes et 1 minute avant la mesure. D’après l’étude de l’évolution du spectre d’absorption 
UV-Vis faite en III. 2. 6-, dans cette gamme de temps, les produit ne sont pas encore 
transformés en trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 au début de l’expérience. Les 
complexes évoluent ensuite dans l’eau donc d’après le paragraphe III. 2. 8-,  les complexes 
cis (Cl,Cl)* ou trans (Cl,Cl)* sont étudiés. 
La même expérimentation est menée sur une solution transformée en trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6. La Figure III-36 rassemble les courbes de libération de NO
• au 
cours du temps pour les trois complexes précédemment cités. 
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Figure III-36 : Concentrations en NO• au cours du temps sous irradiation par flashes de cis 
(Cl,Cl)*, trans (Cl,Cl)* et trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6, mesurées par l’électrode NO 
 
La Figure III-36 montre qu’à chaque flash d’irradiation, la concentration en NO• dans 
la solution augmente. Cela signifie donc que tous les complexes, y compris le complexe 
transformé trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 libèrent NO
• sous irradiation. Avant 
cette première irradiation, le signal est nul, ce qui prouve que la libération du radical n’est pas 
spontanée dans l’eau. 
De plus, pour un même temps d’irradiation de 900 secondes, le trans (Cl,Cl)* (en 
cours de transformation) est le complexe qui est le moins efficace des trois dans la libération 
de NO•. En effet, seulement 90 nM de NO• sont relargués à partir d’une solution à 400 nM.  
Le cis (Cl,Cl)* libère quant à lui environ 220 nM en 900 secondes sous ce type 
d’irradiation, c’est 2,3 fois plus que l’isomère trans (Cl,Cl)*. Le ratio entre les concentrations 
de NO• libéré par les deux isomères est semblable au ratio des rendements quantiques de NO• 
mesurés dans l’acétonitrile (Chapitre II), qui est de 2,2. Il est donc cohérent de retrouver que 
le complexe cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 libère plus de NO
• que son isomère pour un même 
temps d’irradiation. 
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Finalement, le trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 est le complexe qui libère le 
plus efficacement NO• sous irradiation. En 900 secondes d’irradiation, il peut libérer jusqu’à 
265 nM de NO•, ce qui représente une concentration 1,2 fois plus élevée que celle relarguée 
par le cis (Cl,Cl)* et 2,9 fois plus élevée que celle relarguée par le trans (Cl,Cl)*. Malgré une 
transformation inattendue, le complexe résultant est plus efficace en photolibération de NO• 
que ses précurseurs. 
 
 
III. 3. 3- Mesure du rendement quantique de NO• dans l’eau 
  
Dans les études précédentes, la preuve de la capacité de photolibération du complexe 
trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6, obtenu dans l’eau, a été apportée. 
Comme pour le Chapitre II, le rendement quantique de NO• du complexe est obtenu à 
partir de l’évolution de son spectre d’absorption sous irradiation. D’après l’étude théorique 
menée en III. 2. 5- b), la transition impliquée dans le départ de NO• est celle de plus basse 
énergie (à 342 nm théoriquement). L’irradiation est réalisée à deux longueurs d’onde : 365 nm 
et 420 nm grâce à des LEDs monochromatiques. 
 
Sous irradiation à 420 nm, la bande d’absorption allant de 362 nm à 380 nm disparaît 
et une bande à 330 nm apparaît, comme le montre la Figure III-37. 
 
Figure III-37 : Evolution du spectre d’absorption de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
dans l’eau (0,5% DMSO), sous irradiation à 420 nm. 
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Les courbes se coupent en deux points isosbestiques, à 346 nm et 426 nm, traduisant 
l’équilibre entre le complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 et son photoproduit. 
Sous irradiation à 365 nm, la bande à 362-380 nm disparaît tandis qu’une nouvelle 
bande apparaît à 330 nm, comme le montre la Figure III-38. 
 
Figure III-38 : Evolution du spectre d’absorption de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
dans l’eau (0,5% DMSO), sous irradiation à 365 nm. 
 
Un point isosbestique est présent à 350 nm mais dans ce cas, celui aux alentours de 
430 nm n’est pas bien défini. Cela est certainement dû à la transformation dans l’eau du 
photoproduit de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6. L’expérience a été reproduite 
plusieurs fois et ce photoproduit semble continuer d’évoluer dans l’eau. Ceci n’est pas visible 
sous irradiation à 420 nm car la photoréaction est plus lente. 
L’évolution pendant les 15 premières minutes environ, représentée sur la Figure III-
39, montre deux points isosbestiques bien définis à 346 et 426 nm. Cela signifie que pendant 
ce début d’évolution sous irradiation, la réaction peut être modélisée par le modèle A 
hν
→ B. 
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Figure III-39 : Evolution du spectre d’absorption de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
dans l’eau (0,5% DMSO), sous irradiation à 365 nm, pendant les 12 premières minutes 
 
D’après ces données expérimentales, la réaction de photolibération est totale et peut 
s’écrire :  
[RuIIFT(Cl)(OH)(NO)]+  +  H2O  
hν
→  [RuIIIFT(Cl)(OH)(H2O)]+  + NO• 
ou plus simplement : A 
hν
→ B. 
 
Le rendement quantique de NO• peut être obtenu à partir de l’évolution de 
l’absorbance à la longueur d’onde d’irradiation et à une seconde longueur d’onde 
d’observation. La concentration en A et son coefficient d’extinction molaire εA sont fixés, 
alors que le coefficient d’extinction molaire de B εB et le rendement quantique ΦA sont 
variables.  
Sur la Figure III-40, les courbes expérimentales sont tracées en pointillés et les 
courbes issues de la résolution de l’équation différentielle reliant l’évolution de la 
concentration en A au rendement quantique sont tracées en trait plein, pour les deux longueurs 
d’onde d’irradiation. Ces calculs sont réalisés à l’aide du logiciel Sa3.3 développé par V. 
Pimienta et D. Lavabre.191,192 Les données expérimentales sont rassemblées dans le Tableau 
5-3 de l’Annexe 5 p.330. 
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Figure III-40 : Evolutions expérimentale et calculée de l’absorbance aux longueurs d’onde 
d’irradiation et d’observation, en fonction du temps (en secondes) 
 
 Les points expérimentaux et le calcul concordent bien. Le rendement quantique de 
NO• obtenu à 365 nm est de 0,040 et celui à 420 nm est de 0,020. Comme dans l’acétonitrile, 
le rendement est plus élevé pour une irradiation à la plus faible longueur d’onde. 
 
Les rendements quantiques de NO• obtenus dans l’eau pour le trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ sont inférieurs aux valeurs mesurées dans l’acétonitrile pour les deux 
isomères de départ (0,222 pour le cis (Cl,Cl)- et 0,066 pour le trans (Cl,Cl)- à 365 nm par 
exemple). Cependant, il faut comparer ces valeurs aux rendements quantiques des isomères 
dans le même solvant, c’est-à-dire dans l’eau avant leur transformation. 
D’après le paragraphe III. 2. 8-, pendant le temps de l’expérience, les complexes cis 
(Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 ne sont pas encore transformés et sont notés cis 
(Cl,Cl)* et trans (Cl,Cl)*. La mesure a été faite sous irradiation à 420 nm dans l’eau. Le  
trans (Cl,Cl)* présente un rendement quantique de NO• de 0,002 et celui du cis (Cl,Cl)* est 
de 0,014. Cette valeur mesurée peut ne pas être précise puisqu’elle peut également rendre 
compte de la transformation des complexes dans l’eau. 
 
L’étude précédente de mesure de la concentration de NO• libéré grâce à l’électrode 
spécifique de NO• a permis de montrer que le trans (Cl,Cl)* a des capacités de libération 
inférieures au trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ dans l’eau.  Le trans (NO,OH)- libère 
1,2 fois plus de NO• que le cis (Cl,Cl)*, qui en libère 2,4 fois plus que le trans (Cl,Cl)*. 
D’après ces mesures, il est possible d’estimer les rendements quantiques des complexes de 
départ dans l’eau (avant transformation). Les facteurs calculés grâce à l’électrode NO sont 
appliqués sur les rendements quantiques mesurés de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ 
λirr = 420 nm 
λobs = 320 nm 
 
λirr = 365 nm 
λobs = 300 nm 
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dans l’eau pour trouver ceux des complexes de départ. Le Tableau III-6 regroupe les 
concentrations de NO• libéré mesurées, les rendements quantiques de NO• mesurés à 420 nm 
et 365 nm et les rendements quantiques de NO• estimés à 420 nm et 365 nm. 
 
Tableau III-6 : Rendements quantiques dans l’eau des complexes cis (Cl,Cl)* et trans (Cl,Cl)* en 
cours de transformation et de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ 
 
[NO•]  
mesurée 
𝚽𝐍𝐎
𝟒𝟐𝟎 mesuré 𝚽𝐍𝐎
𝟒𝟐𝟎 estimé 𝚽𝐍𝐎
𝟑𝟔𝟓mesuré 𝚽𝐍𝐎
𝟑𝟔𝟓 estimé 
trans (NO,OH) 265 nM 0,020 - 0,040 - 
cis (Cl,Cl)* 220 nM 0,014 0,017 - 0,033 
trans (Cl,Cl)* 90 nM 0,002 0,007 - 0,014 
 
 Les valeurs de rendements quantiques estimés à 420 nm pour les complexes cis 
(Cl,Cl)* et trans (Cl,Cl)* sont très proches de celles mesurées. Elles reflètent donc assez bien 
la photolibération de NO•, tout en prenant en compte la transformation de ces complexes dans 
l’eau. Ce calcul permet donc également de prédire les rendements quantiques de NO• pour le 
cis (Cl,Cl)* et le trans (Cl,Cl)* à 365 nm. 
 Le complexe transformé trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ a donc un meilleur 
rendement quantique que les complexes synthétisés avec deux ligands chloro. Ce complexe a 
donc plus d’intérêt à être testé pour ses propriétés biologiques que ses précurseurs. Dans le 
prochain paragraphe, ses propriétés de photolibération seront étudiées dans un milieu de 
culture biologique. 
 
 
III. 4. Propriétés photochimiques du complexe trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 dans le milieu de culture bactérien LB 
 
 Le complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+, qui est finalement le complexe 
présent en solution aqueuse, présente de bonnes propriétés de libération de NO•. Il constitue 
donc un candidat idéal pour tester ses effets en biologie. 
 A mi-chemin entre l’étude dans l’eau et l’étude sur des cellules se situe l’étude de ses 
propriétés dans un milieu de culture biologique. Le milieu utilisé dans cette partie est le 
milieu LB (Lysogeny Broth), qui est utilisé pour la culture de micro-organismes procaryotes, 
Chapitre III : Photolibération de NO en milieu aqueux 
 
172 
 
comme les bactéries par exemple. Ce milieu est une solution aqueuse contenant 10 g/L de 
tryptone (source d’acides aminés nécessaires à la croissance des micro-organismes), 5 g/L 
d’extrait de levure et 5 g/L de NaCl. 
 
 
III. 4. 1- Evolution du spectre d’absorption des isomères de [RuFTCl2NO]PF6 
dans le LB 
 
Comme pour l’étude dans l’eau, le complexe cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 a d’abord 
été solubilisé dans le DMSO, puis la solution est diluée dans le LB pour avoir un pourcentage 
final de 0,5% DMSO. La Figure III-41 montre l’évolution des spectres d’absorption du 
complexe dans le LB. 
 
Figure III-41 : Evolution du spectre d’absorption de cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans le LB 
(0,5% DMSO) 
Le complexe présente aussi une évolution dans le LB, pour se stabiliser en environ 24 
heures. Le maximum d’absorption passe de 389 nm à t = 0 min à 365 nm. Les courbes se 
croisent en un point isosbestique situé à 430 nm. Dans le LB, une bande à 530 nm apparaît au 
cours du temps, ce qui n’était pas le cas dans l’eau (0,5% DMSO). 
 
De plus, les spectres des produits transformés issus du cis (Cl,Cl)- et du trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6 (à partir de t = 24 h) sont superposables, comme le montre la Figure III-
42.  
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Figure III-42 : Comparaison des spectres issus du cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 
après évolution dans le LB 
Cela signifie, d’après ce qui a été vu dans l’eau que les deux isomères donnent le 
même produit après transformation dans le LB (0,5% DMSO). 
 
Sur la Figure III-43 sont tracés les spectres normalisés des produits transformés 
(stabilisés après 24 heures) dans l’eau et dans le LB. 
 
Figure III-43 : Comparaison des spectres transformés dans l’eau et dans le LB  
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Les spectres présentent un maximum d’absorption à 365 nm avec un épaulement vers 
390 nm. Ils sont quasiment superposables, mise à part une bande vers 530 nm qui apparaît 
dans le LB. Cette bande est liée à la composition du LB qui change au cours du temps 
puisqu’il n’est pas utilisé en conditions stériles pour cette expérimentation. 
Grâce à ces spectres, il sera supposé que le produit transformé dans le LB est le même 
que dans l’eau, c’est-à-dire le trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6. Cela signifie que 
dans les conditions biologiques (LB avec 0,5% DMSO), c’est le complexe trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 qui sera testé. 
 
 
III. 4. 2- Mesure du rendement quantique de NO• du trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 dans le LB 
 
Comme pour l’étude du rendement quantique de NO• dans l’eau, celui-ci est obtenu à 
partir de l’évolution de l’absorbance du complexe sous irradiation. Dans le cas du complexe 
dans le LB, il sera irradié à 365 nm. L’irradiation par la LED à 420 nm est inefficace puisque 
le LB, qui est un milieu jaune, absorbe à cette longueur d’onde. 
La Figure III-44 montre le changement de couleur de la solution avant et après 
irradiation : elle passe de jaune à rose. Cela prouve qu’il y a eu photoréaction dans le milieu 
LB.  
 
Figure III-44 : Changement de couleur de la solution de trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 après irradiation dans le LB 
 
La Figure III-45 montre l’évolution de l’absorbance de trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 au cours de l’irradiation à 365 nm.  
 
Chapitre III : Photolibération de NO en milieu aqueux 
 
175 
 
 
Figure III-45 : Evolution des spectres d’absorption de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
dans le LB sous irradiation à 365 nm 
 
Sous irradiation, la bande à 390 nm disparaît et une bande à 510 nm apparaît. Les 
courbes présentent un point isosbestique à 355 nm et un autre moins bien défini à 440 nm. 
 
La Figure III-46 présente les courbes expérimentales (en pointillés) et les courbes 
issues du calcul théorique du rendement quantique (en trait plein), pour le trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 dans le LB. Le calcul du rendement quantique est mené de la même 
façon que pour le complexe dans l’eau (Figure III-40). Les données expérimentales sont 
rassemblées dans le Tableau 5-4 de l’Annexe 5 p.330. 
 
 
Figure III-46 : Evolutions expérimentale et calculée de l’absorbance aux longueurs d’onde 
d’irradiation et d’observation en fonction du temps (en secondes), pour le trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 dans le LB 
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Le calcul coïncide avec les points expérimentaux et le rendement quantique de NO• 
obtenu à 365 nm est de 0,023. Cette valeur est plus basse que celle mesurée dans l’eau (0,5% 
DMSO), qui est rappelée dans le Tableau III-7. 
 
Tableau III-7 : Rendements quantiques de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)PF6 dans l’eau et 
le LB à 365 nm 
ΦNO
365
 dans l’eau 
(0,5% DMSO) 
ΦNO
365
 dans le LB 
(0,5% DMSO) 
0,040 0,023 
 
Cette diminution du rendement peut être due au fait que le milieu de culture est 
complexe et que le NO• peut être piégé par des acides aminés présents. Par exemple il est 
connu que le NO• peut réagir sur les radicaux de tyrosine ou de tryptophane, pour aboutir 
entre autres à la nitration de la tyrosine.202, 203 Le rendement est plus faible mais l’expérience 
suit le modèle A → B et donc NO• est également photolibéré dans le LB. Les valeurs des 
rendements quantiques mesurés dans l’eau et le LB se situent tout de même dans une gamme 
de valeurs correctes.178 
De plus, le rendement quantique dans le LB (0,5% DMSO) a également été mesuré 
pour les complexes cis (Cl,Cl)* et trans (Cl,Cl)* en cours de transformation. Il est de 0,013 
dans les deux cas. Le rendement est encore plus faible avant la stabilisation des complexes 
dans le milieu. En revanche, le fait qu’il soit le même pour les deux isomères, ce qui n’est pas 
le cas ni dans l’acétonitrile ni dans l’eau, suggère que les deux isomères se sont déjà 
transformés en une espèce commune, pas encore tout à fait stabilisée. 
 
 
III. 5. Conclusion 
 
Dans ce chapitre, l’objectif a été d’étudier le comportement des complexes cis (Cl,Cl)- 
et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 en solution dans l’eau. En effet, pour mettre au point une 
application en biologie, et plus tard concevoir une thérapie, il faut se rapprocher du milieu 
biologique. 
Dans une première partie, la transformation des complexes cis (Cl,Cl)- et trans 
(Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 a été mise en évidence. Des caractérisations par spectrométrie de 
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masse, diffraction des rayons X, RMN du proton et spectroscopie d’absorption en UV-Vis ont 
permis de déterminer la structure obtenue dans l’eau pour les deux isomères. Les deux 
complexes se transforment en trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 par simple échange 
de ligand dans le cas du cis (Cl,Cl)- et par échange de ligand et réorganisation de la sphère de 
coordination du ruthénium dans le cas du trans (Cl,Cl)-. 
Dans la seconde partie, les propriétés de photolibération de NO• de ce nouveau 
complexe dans l’eau ont été investiguées. L’utilisation de la résonance paramagnétique 
électronique a confirmé la libération de NO• et une étude à l’aide d’une électrode spécifique a 
permis de mesurer la quantité de NO• libéré. Le rendement quantique du complexe dans l’eau 
a pu être obtenu et, bien que les valeurs dans l’eau soient plus faibles que dans l’acétonitrile, 
ce complexe présente de meilleures propriétés de libération de NO• que ceux dont il est issu : 
le cis (Cl,Cl)* et le trans (Cl,Cl)*. 
Ensuite, l’étude de la photolibération de NO• par ce complexe a été réalisée dans un 
milieu de culture biologique. Le rendement quantique est plus faible dans un tel milieu, 
contenant de nombreuses substances nécessaires au développement de micro-organismes, 
mais la valeur obtenue rend compte de l’efficacité de libération du complexe.  
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Chapitre IV : 
Synthèse de nouveaux complexes de ruthénium à ligand 
nitrosyle et étude de la photolibération de NO• 
 
 
 
IV. 1. Introduction 
 
L’objectif de ce chapitre est la synthèse et l’étude des propriétés de photolibération de 
NO• par de nouveaux complexes. Ces nouveaux complexes sont conçus dans le but 
d’améliorer la section efficace et le rendement quantique de NO• par rapport aux trans 
(Cl,Cl)- et cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6, dont les structures sont rappelées sur la Figure IV-1. 
 
Figure IV-1 : Structures des trans (Cl,Cl)- et cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 
 
Les structures étudiées dans ce chapitre ont été proposées pour augmenter la 
conjugaison des électrons π sur le groupement porté par le ligand 2,2’:6’,2’’-terpyridine. En 
effet, dans les précédents complexes, le transfert de charge impliqué dans la libération de NO• 
part du fragment fluorène et se déplace vers le fragment Ru-NO (cf Chapitre II). Ces 
nouveaux complexes possédant un ligand tridente encore plus riche en électrons pourront a 
priori présenter des rendements quantiques de NO• supérieurs à ceux précédemment mesurés. 
De plus, d’après la littérature, les propriétés ONL d’une molécule sont plus importantes 
lorsque les électrons π sont délocalisés.15,107,174,175 En effet, des chromophores à base de 
fluorène, choisi pour ses bonnes propriétés d’absorption à deux photons, ont une section 
efficace d’absorption à deux photons plus importante lorsque les unités fluorène sont 
conjuguées. La présence d’une double ou triple liaison entre ces fluorènes permet également 
d’augmenter la longueur du système et de rendre le chromophore plan. 
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Ainsi, l’introduction d’une double ou triple liaison (C=C ou C≡C) entre le fluorène et 
la terpyridine permettrait de rigidifier la structure en empêchant la libre rotation autour de la 
liaison C2fluorène-C4’terpyridine, et ainsi promouvoir la délocalisation des électrons. La troisième 
structure proposée présente un ligand 2,2’:6’,2’’-terpyridine possédant en position 4’ deux 
unités fluorène conjuguées liées par les carbones 7f et 2f’. Les trois ligands proposés (Figure 
IV-2) présentent tous trois des chaînes hexyles en position 9f du fluorène, afin d’améliorer la 
solubilité des complexes lors des mesures Z-Scan.  
 
Figure IV-2 : Structures des ligands TCC2F, TCC3F et FFT, dérivés du 4’-(2-fluorényl)-
2,2’:6’,2’’-terpyridine 
 
Ces ligands sont utilisés pour former des complexes de type [RuIIL3Cl2NO]
+, avec L3= 
TCC2F, TCC3F ou FFT, et deux ligands chloro. Deux isomères sont donc attendus selon la 
position relative des deux ligands chloro : cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-. Les structures des 
isomères trans (Cl,Cl)- des trois nouveaux complexes sont présentés sur la Figure IV-3. 
 
Figure IV-3 : Structures des (a) trans (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]+, (b) trans (Cl,Cl)-
[RuTCC3FCl2NO]+ et (c) trans (Cl,Cl)-[RuFFTCl2NO]+ 
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Dans une première partie, les synthèses des ligands et des complexes seront 
présentées, puis dans une seconde partie, leur efficacité de photolibération de NO• dans 
l’acétonitrile sera évaluée. Enfin, leurs propriétés seront étudiées dans l’eau. 
                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                              
 
IV. 2. Synthèse des complexes [RuTCC2FCl2NO]PF6, 
[RuTCC3FCl2NO]PF6 et [RuFFTCl2NO]PF6 
 
IV. 2. 1- Synthèse des trois ligands dérivés de la 4’-(2-fluorényl)-2,2’:6’,2’’-
terpyridine 
 
Les ligands ont été synthétisés au sein de l’équipe pour former différents types de 
complexes de ruthénium à ligand nitrosyle. Ces résultats n’ont pas encore été publiés. La 
synthèse du ligand TCC2F a été menée par Andrés Roja (stage de Master 2), celle du TCC3F 
a été mise au point par Valerii Bukhanko (doctorant) et celle du ligand FFT a été proposée par 
Diego Martinez-Bourget (stage Master 2). 
 
Le ligand TCC2F est obtenu à partir du bromofluorène. Les chaînes hexyles sont 
ajoutées en position 9f et le brome est substitué par un ester qui, après réduction au DIBAL-H 
et oxydation ménagée, donne l’aldéhyde correspondant. Puis l’addition de l’acétylpyridine et 
la réaction avec un sel de Kröhnke permettent, en présence d’acétate d’ammonium, de former 
la terpyridine du ligand désiré.204 
 
Figure IV-4 : Schéma de synthèse du ligand TCC2F 
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Le ligand TCC3F est obtenu par un couplage de Sonogashira entre une molécule de 
terpyridine portant un groupement triflate et une molécule de fluorène substitué en position 2f 
par un alcyne vrai.204 
 
Figure IV-5 : Schéma de synthèse du ligand TCC3F 
 
Le ligand FFT est synthétisé par un couplage de Suzuki entre deux unités fluorène, 
dont l’une porte une fonction aldéhyde. L’acétylpyridine est ensuite ajoutée sur cet 
intermédiaire et la réaction de Kröhnke en présence de NH4OAc permet la cyclisation de la 
terpyridine.205,206,207,208,107 
 
Figure IV-6 : Voie de synthèse du ligand FFT  
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IV. 2. 2- Complexation et bullage de NO• 
 
A partir des trois ligands tridentes, des complexes intermédiaires de la forme [RuIII(R-
terpy)Cl3] sont synthétisés par complexation sur RuCl3. Après bullage de NO
• généré in situ 
sur ces intermédiaires, les complexes sont finalement formés (selon la Voie C).121 
 
 
Figure IV-7 : Schéma de synthèse des complexes de type [RuII(R-terpy)Cl2NO]PF6 
 
Dans les trois cas, des mélanges d’isomères cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)- sont obtenus. 
Une analyse par RMN 1H du mélange permet de quantifier les isomères. La Figure IV-8 
présente les spectres RMN 1H entre 7,0 et 9,5 ppm des trois mélanges obtenus après bullage 
de NO•. Sur chaque spectre, les signaux caractéristiques correspondant aux H6 et H6’’, H3’ et 
H5’, H4 et H4’’ sont présents deux fois à des intensités et des déplacements chimiques 
différents : une fois pour chaque isomère (notés a et b sur la Figure IV-8). Le ratio de 
l’intensité des pics correspondant aux mêmes atomes d’hydrogène donne la proportion des 
isomères dans le mélange. Quel que soit le ligand terpyridine complexé (FT, TCC2F, TCC3F 
ou FFT), le ratio cis / trans après bullage est d’environ 30 / 70.   
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Figure IV-8 : Comparaison des spectres RMN 1H des mélanges cis/trans obtenus après bullage 
de NO● sur les trois complexes 
 
 
IV. 2. 3- Séparation des isomères et caractérisation par RMN 
 
Les isomères cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)- des complexes [RuTCC2FCl2NO]PF6 et 
[RuTCC3FCl2NO]PF6 sont ensuite séparés par HPLC préparative par le service HPLC de 
l’ICT. La séparation des complexes possédant des chaînes hexyles est assez complexe. Ainsi, 
afin de pouvoir séparer les isomères à ligand FFT pour leur étude dans l’acétonitrile, ceux-ci 
sont synthétisés à nouveau en remplaçant les chaînes hexyles par des groupements méthyles. 
Ces derniers sont notés [RuFMeFMeTCl2NO]PF6. 
Une structure cristallographique a pu être obtenu pour l’isomère trans (Cl,Cl). 
cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6
cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6
cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFFTCl2NO]PF6
H6 et H6’’ a
H6 et H6’’ b H4 et H4’’ b
H4 et H4’’ a
H3’ et H5’ b
H3’ et H5’ a
H6 et H6’’ a
H6 et H6’’ a
H6 et H6’’b
H3’ et H5’ b
H3’ et H5’ a H4 et H4’’ a
H4 et H4’’ b
H4 et H4’’ b
H4 et H4’’ a
H3’ et H5’ a
H3’ et H5’ b
H6 et H6’’ b
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Figure IV-9 : Structure cristallographique du trans (Cl,Cl)-[RuFMeFMeTCl2NO]+ 
 
La comparaison des spectres RMN 1H de ces isomères permet de voir que les signaux 
caractéristiques des H6-H6’’ ou des H3’-H5’ sont bien plus déblindés dans le cas des 
isomères cis (Cl,Cl)-, comme c’est le cas pour [RuFTCl2NO]PF6. Le Tableau IV-1 regroupe 
les déplacements chimiques de ces signaux caractéristiques pour les isomères cis (Cl,Cl)- et 
trans (Cl,Cl)- de chaque complexe. Les déplacements chimiques correspondant aux 
complexes trans (Cl,Cl)- et cis (Cl,Cl)-[RuFFTCl2NO]PF6 (avec les chaînes hexyles) sont 
issus du spectre RMN du mélange de la Figure IV-8. 
 
Tableau IV-1 : Déplacement chimique de trois signaux caractéristiques pour les isomères trans 
(Cl,Cl)- et cis (Cl,Cl)- de quatre complexes (en ppm) 
 
 
D’après ce tableau, le déplacement chimique de ces signaux caractéristiques varie très 
peu entre le trans (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 (respectivement cis (Cl,Cl)-) et le trans 
(Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6 (respectivement cis (Cl,Cl)-). La différence de déplacement 
chimique entre ces complexes et ceux possédant deux fragments fluorène est légèrement plus 
 δ (H6 et H6’’) δ (H3’ et H5’) δ (H4 et H4’’) 
trans (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 8,79 8,63 8,43 
cis (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 9,22 8,72 8,53 
trans (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6 8,80 8,64 8,43 
cis (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6 9,23 8,73 8,52 
trans (Cl,Cl)-[RuFFTCl2NO]PF6 8,82 8,86 8,46 
cis (Cl,Cl)-[RuFFTCl2NO]PF6 9,25 8,94 8,56 
trans (Cl,Cl)-[RuFMeFMeTCl2NO]PF6 8,81 8,87 8,46 
cis (Cl,Cl)-[RuFMeFMeTCl2NO]PF6 9,24 8,95 8,55 
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importante. La nature du substituant de la terpyridine n’influe pas de façon significative sur 
les déplacements chimiques de ces hydrogènes, comme le montre le Tableau VI-1. 
 
 
IV. 3. Photolibération de NO• par les complexes [RuTCC2FCl2NO]PF6, 
[RuTCC3FCl2NO]PF6  et [RuFMeFMeCl2NO]PF6  dans l’acétonitrile  
 
L’objectif de la synthèse de ces nouveaux complexes est d’augmenter la délocalisation 
électronique sur le ligand tridente afin d’obtenir un rendement quantique de NO• et une 
section efficace d’absorption à deux photons supérieurs à ceux obtenu pour le complexe 
[RuFTCl2NO]PF6 précédemment présenté dans le Chapitre II. Dans cette partie, les propriétés 
des isomères cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)- des complexes [RuTCC2FCl2NO]PF6, 
[RuTCC3FCl2NO]PF6 et [RuFMeFMeTCl2NO]PF6 sont étudiés dans l’acétonitrile. 
 
IV. 3. 1- Mise en évidence de la photolibération de NO• 
 
Dans un premier temps, la capacité de photolibération de NO• des isomères cis 
(Cl,Cl)- et trans (Cl,C) des complexes [RuTCC2FCl2NO]PF6 et [RuTCC3FCl2NO]PF6 est 
appréciée qualitativement. La technique de la résonance paramagnétique électronique est à 
nouveau utilisée puisqu’il s’agit d’une des meilleures méthodes pour apporter la preuve 
directe de la libération de NO•.180 
Comme précédemment, les complexes sont dissous dans l’acétonitrile pour obtenir 
une solution à 1 mM. Une solution de piégeur est ajoutée (10% en volume) et les mélanges 
sont introduits dans des capillaires. Ces derniers sont placés dans la cavité de résonance et ils 
sont ensuite irradiés par une lampe à vapeur de mercure munie d’un filtre coupant les 
ultraviolets (λ > 400 nm).  
L’ensemble des complexes testés ne donne pas de signal intense sans irradiation. La 
luminosité ambiante engendre une légère libération de NO• qui est détectée par la cavité RPE 
très sensible. La Figure IV-10 présente l’évolution de l’intensité du signal de NO• libéré par 
le trans (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 sous irradiation. 
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Figure IV-10 : Signaux RPE obtenus pour le trans (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 sous 
irradiation  
 
Pour chaque complexe, le même type de résultat est obtenu : le triplet présente un 
facteur de Landé de 2,040 et une constante de couplage hyperfin de 1,2.10-3 cm-1, qui sont 
caractéristiques de l’adduit [Fe(MGD)2-NO•]. L’augmentation de l’intensité du triplet sous 
irradiation traduit la libération de NO• au cours du temps d’irradiation.180 
 L’analyse par RPE permet de conclure que tous les complexes analysés sont capables 
de libérer NO• sous irradiation. Cette méthode n’est pas utilisée ici pour comparer les 
concentrations de NO• piégées pour chaque complexe. En effet, de nombreux paramètres 
interviennent dans l’obtention du signal, comme le ratio complexe / piégeur, qu’il est difficile 
de contrôler parfaitement et de reproduire entre expériences indépendantes. Il est donc 
intéressant de comparer leur efficacité de photolibération par mesure du rendement quantique 
de NO•. 
 
 
IV. 3. 2- Mesures des rendements quantiques de NO• 
 
L’objectif de ce paragraphe est la mesure du rendement quantique ΦNO pour les deux 
isomères des complexes [RuTCC2FCl2NO]PF6, [RuTCC3FCl2NO]PF6 et 
[RuFMeFMeTCl2NO]PF6 dans l’acétonitrile. 
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Dans les chapitres précédents, des calculs DFT ont été menés et ont montré que la 
bande de plus basse énergie des complexes cis (Cl,Cl)-, trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 et 
trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 correspondait majoritairement à une transition 
HOMO → LUMO, s’accompagnant d’un transfert de charge du ligand fluorène-terpyridine 
vers le fragment Ru-NO. Ces complexes ont été irradiés sur cette transition (à 365 et 420 nm) 
afin de provoquer la libération de NO•.  
 
Le Tableau IV-2 donne, pour chaque nouveau complexe, les valeurs des longueurs 
d’onde où l’absorbance est maximale et le coefficient d’extinction molaire du complexe à 
cette longueur d’onde sans irradiation. 
Pour les complexes d’intérêt de ce présent chapitre, les maxima d’absorption de la 
bande de plus faible énergie se situent entre 414 et 456 nm. L’hypothèse que la transition 
correspondant à cette bande est impliquée dans la libération de NO• par un transfert de charge, 
comme dans le cas des complexes précédents, est émise. Ainsi, les six complexes de cette 
partie sont également irradiés à 365 et 420 nm. 
 
Tableau IV-2 : Maxima d’absorption et coefficients d’extinction molaire correspondants pour 
les isomères cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)- de [RuTCC2FCl2NO]PF6, [RuTCC3FCl2NO]PF6 et 
[RuFMeFMeFCl2NO]PF6 
Complexe λmax (nm) ε (L.mol-1.cm-1) 
cis (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 
310 
446 
17 232 
18 277 
trans (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 
302 
462 
15 186 
17 152 
cis (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6 
296 
420 
33 372 
18 791 
trans (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6 
298 
434 
30 720 
17 133 
cis (Cl,Cl)- [RuFMeFMeTCl2NO]PF6 
328 
434 
20 085 
9 297 
trans (Cl,Cl)- [RuFMeFMeTCl2NO]PF6 
330 
450 
19 385 
9 127 
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IV. 3. 2- a) Evolution du spectre d’absorption des complexes sous irradiation 
 
-Spectres d’absorption des cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 
 
La Figure IV-11 présente les spectres d’absorption par spectroscopie UV-Vis des 
complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 sous irradiation à 365 nm. 
D’après les spectres pris avant irradiation (courbes bleues), la bande de plus faible énergie se 
situe entre 365 et 510 nm pour l’isomère cis (Cl,Cl)- et entre 400 et 530 nm pour le trans 
(Cl,Cl)-. L’excitation de ces complexes à 365 nm est donc réalisée à une longueur d’onde un 
peu décalée par rapport à la transition d’intérêt. 
 
Figure IV-11 : Evolution des spectres d’absorption de (a) cis (Cl,Cl)- et (b) trans (Cl,Cl)-
[RuTCC2FCl2NO]PF6 sous irradiation à 365 nm 
 
L’allure du spectre d’absorption du cis (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 évolue 
rapidement, avec la diminution de la bande à 440 nm et apparition d’une bande à 385 nm. 
L’évolution des spectres présente cinq points isosbestiques (à 270, 305, 333, 418 et 500 nm). 
Ils caractérisent un équilibre entre le complexe de départ et son photoproduit. 
L’isomère trans (Cl,Cl)- est lui aussi transformé par irradiation à 365 nm. La bande 
correspondant au transfert de charge du ligand vers de fragment Ru-NO à 456 nm diminue 
alors qu’une bande à 390 nm s’intensifie. 
Pour les deux isomères de [RuTCC2FCl2NO]PF6, une bande de faible intensité est 
obtenue entre 650 et 700 nm. Cela correspond à une espèce contenant un atome de ruthénium 
de degré d’oxydation III.110,113 Par analogie avec les complexes [RuFTCl2NO]PF6, le 
photoproduit correspondrait au complexe trans (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2(CH3CN)]
+.121 
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Ces complexes sont ensuite irradiés à 420 nm et l’évolution des spectres d’absorption 
est présentée sur la Figure IV-12. Cette fois-ci, la longueur d’onde d’irradiation permet 
d’exciter plus précisément les complexes sur leur bande de plus faible énergie. 
 
Figure IV-12 : Evolution des spectres d’absorption de (a) cis (Cl,Cl)- et (b) trans (Cl,Cl)-
[RuTCC2FCl2NO]PF6 sous irradiation à 420 nm 
 
Sous irradiation à 420 nm, la transformation des complexes cis (Cl,Cl)- et trans 
(Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 est plus lente mais l’évolution des spectres d’absorption 
correspond à celle décrite pour l’irradiation à 365 nm. 
Les spectres obtenus en fin d’irradiation sont quasiment superposables, suggérant 
l’obtention d’un même photoproduit après photolibération de NO• des deux isomères. 
 
 
-Spectres d’absorption des cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6 
 
Les spectres d’absorption des complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuTCC3FCl2NO]PF6 sous irradiation à 365 nm sont présentés sur la Figure IV-13. Sur les 
spectres avant irradiation, les maxima d’absorption entre 350 et 800 nm se situent à 414 et 
426 nm pour le cis (Cl,Cl)- et le trans (Cl,Cl)- respectivement. Comme c’était le cas pour les 
complexes précédemment étudiés, l’irradiation à 365 nm est légèrement décalée par rapport à 
la bande de plus faible énergie. 
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Figure IV-13 : Evolution des spectres d’absorption de (a) cis (Cl,Cl)- et (b) trans (Cl,Cl)-
[RuTCC3FCl2NO]PF6 sous irradiation à 365 nm 
 
Sous irradiation à 365 nm, ces complexes subissent également une transformation. Le 
cis (Cl,Cl)- voit sa bande à 414 nm disparaître et deux bandes à 370 et 650 nm apparaître. Un 
épaulement vers 455 nm se forme également sous irradiation. Les spectres d’absorption se 
coupent tous en cinq points isosbestiques (à 265, 338, 400, 455 et 550 nm).  
La bande à 426 nm de l’isomère trans (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6 disparaît et trois 
bandes augmentent à 370, 455 et 650 nm. Les points isosbestiques de cette évolution se 
situent à 270, 338, 405 et 510 nm. 
L’allure du photoproduit semble identique pour les deux isomères, ce qui suggère, 
d’après ce qui a été observé pour les cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6, qu’un 
photoproduit commun est obtenu.121 
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Les complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6 sont également 
irradiés à 420 nm. La Figure IV-14 présente les spectres d’absorption obtenus sous 
irradiation. A cette longueur d’onde, la transition de plus faible énergie est précisément 
excitée.  
 
Figure IV-14 : Evolution des spectres d’absorption de (a) cis (Cl,Cl)- et (b) trans (Cl,Cl)-
[RuTCC3FCl2NO]PF6 sous irradiation à 420 nm 
 
A nouveau, la transformation photochimique est plus lente à 420 nm, mais l’allure des 
spectres est la même que sous irradiation à 365 nm. Les points isosbestiques se trouvent aussi 
aux mêmes longueurs d’onde que pour l’irradiation précédente. 
 
 
-Spectres d’absorption des cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFMeFMeTCl2NO]PF6 
 
 Afin de mesurer le rendement quantique de NO• des complexes cis (Cl,Cl)- et trans 
(Cl,Cl)-[RuFFTCl2NO]PF6, ce sont les isomères de [RuFMeFMeTCl2NO]PF6 qui sont analysés. 
Comme expliqué précédemment, ces derniers sont plus facilement purifiables en 
chromatographie. De plus, une étude sur les cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 
avec et sans chaînes hexyles en position 9f du fluorène a montré que la présence des chaînes 
n’avait pratiquement pas d’influence sur le rendement quantique de NO• dans l’acétonitrile (cf 
Chapitre II, Tableau II-2, p.120).  
 
La Figure IV-15 présente les spectres d’absorbance des complexes cis (Cl,Cl)- et 
trans (Cl,Cl)-[RuFMeFMeTCl2NO]PF6 sous irradiation à 365 nm. 
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Pour l’isomère cis (Cl,Cl)-, la bande à 322 nm n’évolue pas mais la bande à 426 nm 
diminue au cours de l’irradiation. De plus, deux bandes à 375 nm et 450 nm apparaissent, 
ainsi que la bande caractéristique du Ru (III) vers 700 nm. Trois point isosbestiques sont 
visibles pour cette photoréaction : à 284, 350 et 416 nm. 
La bande à 326 nm de l’isomère trans (Cl,Cl)- augmente en intensité au cours de 
l’irradiation, ce qui indique l’implication du ligand dans la transformation du complexe en 
photoproduit. Comme pour l’autre isomère, une bande vers 375 nm apparaît et la bande à 444 
nm diminue. De même, un épaulement vers 450 nm et la bande vers 700 nm s’intensifient. 
L’évolution du spectre d’absorption se fait avec cinq points isosbestiques à 272, 336, 350, 430 
et 560 nm. 
Les deux complexes évoluent jusqu’à donner des espèces dont les spectres 
d’absorption sont superposables. 
  
Figure IV-15 : Evolution des spectres d’absorption de (a) cis (Cl,Cl)- et (b) trans (Cl,Cl)-
[RuFMeFMeCl2NO]PF6 sous irradiation à 365 nm 
 
 
Les complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFMeFMeTCl2NO]PF6 sont ensuite 
irradiés à 420 nm et l’évolution des spectres d’absorption est représentée sur la Figure IV-16. 
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Figure IV-16 : Evolution des spectres d’absorption de (a) cis (Cl,Cl)- et (b) trans (Cl,Cl)-
[RuFMeFMeCl2NO]PF6 sous irradiation à 420 nm 
 
Sous irradiation à cette seconde longueur d’onde, les mêmes évolutions que sur la 
Figure IV-15 sont obtenues. Des bandes similaires apparaissent et les mêmes points 
isosbestiques sont observés. 
 
 
IV. 3. 2- b) Détermination du rendement quantique de NO• 
 
D’après l’Annexe 5, le rendement quantique de NO• est déterminé par la résolution de 
la loi de vitesse à l’aide des données de l’évolution de l’absorbance à la longueur d’onde 
d’irradiation et à une longueur d’onde d’observation. Les conditions expérimentales dans 
lesquelles les rendements quantiques de cette partie ont été calculés sont rassemblées dans les 
Tableaux 5-5, 5-6 et 5-7 de l’Annexe 5 p.331-332. Ils sont déterminés dans l’acétonitrile 
pour les irradiations à 365 et 420 nm. 
 
La Figure IV-17 montre l’évolution de l’absorbance en fonction du temps calculée (en 
trait plein) et celle enregistrée expérimentalement (en pointillés) pour les complexes cis 
(Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6.  
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          cis (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6                         trans (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 
 
 
Figure IV-17 : Evolutions expérimentale et calculée de l’absorbance aux longueurs d’onde 
d’irradiation et d’observation pour le cis (Cl,Cl)- (à gauche) et trans (Cl,Cl)-
[RuTCC2FCl2NO]PF6 (à droite), en fonction du temps (en secondes) 
 
D’après ces graphes, le calcul est cohérent avec l’expérimentation pour ces deux 
complexes [RuTCC2FCl2NO]PF6. Ces courbes théoriques sont obtenues pour des rendements 
quantiques de NO• de 0,267 et 0,083 à 365 nm (pour le cis (Cl,Cl)- et le trans (Cl,Cl)- 
respectivement) et 0,056 et 0,038 à 420 nm. L’isomère cis (Cl,Cl)- est plus efficace que le 
trans (Cl,Cl)-, comme dans le cas du [RuFTCl2NO]PF6.  
 
 
Le même type de calcul est utilisé pour la détermination du rendement quantique des 
cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6 dans l’acétonitrile. Les courbes 
expérimentales et théoriques sont tracées sur la Figure IV-18. 
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          cis (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6                          trans (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6 
 
 
Figure IV-18 : Evolutions expérimentale et calculée de l’absorbance aux longueurs d’onde 
d’irradiation et d’observation pour le cis (Cl,Cl)- (à gauche) et trans (Cl,Cl)-
[RuTCC3FCl2NO]PF6 (à droite), en fonction du temps (en secondes) 
 
Les courbes théoriques sont superposables aux données expérimentales pour des 
rendements quantiques de NO• de 0,198 et 0,062 à 365 nm (pour le cis (Cl,Cl)- et le trans 
(Cl,Cl)- respectivement) et de 0,030 et 0,023 à 420 nm. Pour les complexes constitués du 
ligand TCC3F également, l’isomère cis (Cl,Cl)- a un meilleur rendement quantique de NO• 
que le trans (Cl,Cl)-.  
 
 
Les rendements quantiques de NO• des complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFMeFMeTCl2NO]PF6 sont également calculés de la même façon dans l’acétonitrile. La 
Figure IV-19 présente les courbes expérimentales et calculées de l’évolution de l’absorbance 
au cours du temps pour les deux isomères. 
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          cis (Cl,Cl)-[RuFMeFMeTCl2NO]PF6                     trans (Cl,Cl)-[RuFMeFMeTCl2NO]PF6 
 
 
Figure IV-19 : Evolutions expérimentale et calculée de l’absorbance aux longueurs d’onde 
d’irradiation et d’observation pour le cis (Cl,Cl)- (à gauche) et trans (Cl,Cl)-
[RuFMeFMeTCl2NO]PF6 (à droite), en fonction du temps (en secondes) 
 
L’ajustement des points expérimentaux et de la loi théorique est obtenu pour les deux 
isomères aux deux longueurs d’onde d’irradiation. Les rendements quantiques de NO• 
calculés sont de 0,310 et 0,110 respectivement pour le cis (Cl,Cl)- et le trans (Cl,Cl)- à 365 
nm et de 0,057 et 0,034 à 420 nm. 
 
 
Les rendements quantiques mesurés pour ces complexes dans l’acétonitrile à 365 et 
420 nm sont regroupés dans le Tableau IV-3. Les rendements quantiques mesurés à ces deux 
longueurs d’onde pour les isomères de [RuFTCl2NO]PF6 (Chapitre II) sont également 
rappelés. 
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Tableau IV-3 : Rendements quantiques de NO• pour les différents complexes à 365 et 420 nm 
dans l’acétonitrile 
 ΦNO
365 ΦNO
420 
cis (Cl,Cl) [RuTCC2FCl2NO]PF6 0,267 0,056 
trans (Cl,Cl) [RuTCC2FCl2NO]PF6 0,083 0,038 
cis (Cl,Cl) [RuTCC3FCl2NO]PF6 0,198 0,030 
trans (Cl,Cl) [RuTCC3FCl2NO]PF6 0,062 0,023 
cis (Cl,Cl) [RuFMeFMeTCl2NO]PF6 0,310 0,057 
trans (Cl,Cl) [RuFMeFMeTCl2NO]PF6 0,110 0,034 
cis (Cl,Cl) [RuFTCl2NO]PF6 0,222 0,067 
trans (Cl,Cl) [RuFTCl2NO]PF6 0,066 0,034 
 
 
Les  rendements quantiques mesurés à 365 nm sont plus élevés qu’à 420 nm, comme 
cela avait été observé dans la Chapitre II pour les complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6. 
 
Les isomères cis (Cl,Cl)- de ces nouveaux complexes présentent de meilleurs 
rendements quantiques de NO• que les trans (Cl,Cl)-. Cette même observation a été faite dans 
le cas des isomères de [RuFTCl2NO]PF6, dont les rendements quantiques ont été présentés 
dans le Chapitre II. En effet, dans les isomères trans (Cl,Cl)- de ces nouveaux complexes, le 
ligand nitrosyle est à nouveau en trans d’une pyridine π-accepteur qui défavorise la 
rétrodonation du métal vers le groupement nitrosyle. Donc l’ordre de la liaison Ru-N est plus 
important que dans l’isomère cis (Cl,Cl)- dans lequel le ligand nitrosyle est en trans d’un 
ligand chloro avec un caractère donneur. L’ordre de liaison étant affaibli pour le cis (Cl,Cl)-, 
la libération de NO• est favorisée. 
 
D’après le Tableau IV-3, les rendements quantiques des trois complexes de même 
configuration (cis (Cl,Cl)- ou trans (Cl,Cl)-) sont similaires.  
A 420 nm, qui est la longueur d’onde d’irradiation la plus centrée sur la transition 
d’intérêt, les rendements quantiques sont de l’ordre de 0,060 pour les isomères cis (Cl,Cl)- et 
Chapitre IV : Etude de la photolibération de NO par de nouveaux complexes 
 
201 
 
de l’ordre de 0,030 pour les trans (Cl,Cl)-. Les isomères de [RuTCC3FCl2NO]PF6 sont 
légèrement moins efficaces.  
A 365 nm, l’introduction d’une double liaison entre la terpyridine et le fluorène permet 
une légère augmentation du rendement quantique de NO•. La structure du complexe étant 
aplanie et la conjugaison étant étendue par rapport au complexe avec le ligand fluorène-
terpyridine, le transfert de charge du ligand vers le fragment Ru-NO est certainement amélioré 
et engendre une efficacité de libération de NO• plus importante. 
En revanche, l’utilisation d’une triple liaison entre le fluorène et la terpyridine ne 
semble pas optimiser l’efficacité de photolibération. Il ne semble donc pas y avoir de tendance 
évidente dans l’évolution du rendement quantique avec l’augmentation de la délocalisation 
électronique. 
 
De plus, des mesures de rendements quantiques de NO• ont été réalisées dans l’équipe 
pour des complexes à ligand 2,2’-bipyridine. Les rendements quantiques de 
[RuFT(bpy)NO](PF6)3, [RuTCC2F(bpy)NO](PF6)3 et [RuTCC3F(bpy)NO](PF6)3 dans 
l’acétonitrile sous irradiation à 436 nm sont respectivement 0,010, 0,008 et 0,009. Les trois 
rendements obtenus sont très proches, il est donc difficile de conclure sur l’effet de 
l’augmentation de la conjugaison du ligand tridente sur l’efficacité de photolibération de NO• 
dans cette série de complexes également.  
 
 Les complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFMeFMeTCl2NO]PF6 présentent des 
rendements quantiques de NO• semblables à ceux des complexes [RuFTCl2NO]PF6 avec un 
seul fragment fluorène à 420 nm. En revanche, sous irradiation à 365 nm, ce sont ces 
complexes possédant un ligand terpyridine substitués par deux unités fluorène conjuguées qui 
présentent les meilleurs rendements quantiques de la série avec 0,310 pour le cis (Cl,Cl)- et 
0,110 pour le trans (Cl,Cl)-. La conjugaison est augmentée sur le ligand et donc le transfert de 
charge vers le fragment Ru-NO sous excitation est amélioré par rapport aux autres complexes. 
La libération de NO• se fait ainsi de façon plus efficace. 
 
 Ainsi, la stratégie adoptée par l’équipe qui est d’augmenter la délocalisation 
électronique sur le ligand afin d’améliorer le transfert de charge vers le fragment Ru-NO sous 
irradiation ne permet donc pas de conclure sur une évolution évidente du rendement quantique 
de NO•. Cela suggère que le mécanisme impliqué dans la photolibération de NO• est plus 
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complexe qu’un unique transfert de charge au sein du complexe sous l’effet de l’excitation 
par un photon.  
 
 
IV. 3. 3- Mesures des sections efficaces d’absorption à deux photons 
 
Le second objectif de l’augmentation de la délocalisation électronique sur le ligand 
terpyridine-fluorène est l’amélioration de la section efficace d’absorption à deux photons σ 
par rapport à celles des complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFhexTCl2NO]. Les mesures 
des sections efficaces des complexes trans (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 et trans (Cl,Cl)-
[RuTCC3FCl2NO]PF6 ont récemment été réalisées au CIO. De plus, pour comparaison, les 
sections efficaces des complexes possédant un ligand 2,2’-bipyridine, mesurées par V. 
Bukhanko, sont également présentées dans le Tableau IV-4. 
Tableau IV-4 : Section efficaces à 800 nm pour différents complexes de ruthénium à ligand 
nitrosyle  
Complexe σ à 800 nm (GM) 
trans (Cl,Cl)-[RuFhexTCl2NO]PF6 
trans (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 
trans (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6 
 
[RuFT(bpy)NO](PF6)3 
87 
191 
167 
 
108 
[RuTCC2F(bpy)NO](PF6)3 131 
[RuTCC3F(bpy)NO](PF6)3 150 
 
Ces mesures montrent que l’introduction d’une double ou triple liaison entre le 
fluorène et la terpyridine permet d’augmenter de façon importante la section efficace par 
rapport au complexe avec le ligand FT. Une tendance similaire a été observée pour les 
complexes à ligand bipyridine. 
La section efficace du complexe [RuFT(bpy)NO](PF6)3 étant proche de celle du cis 
(Cl,Cl)-[RuFhexTCl2NO]PF6 (108 et 100 GM, cf Chapitre II), les complexes cis (Cl,Cl)-
[RuTCC2FCl2NO]PF6 et cis (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6 suivront la même tendance : leurs 
sections efficaces seront augmentées.  
Quant aux complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFMeFMeTCl2NO]PF6, 
l’introduction d’un second groupement fluorène conjugué au premier ne peut qu’augmenter la 
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section efficace d’absorption à deux photons car le fluorène est un groupement très étudié 
pour ses bonnes propriétés d’absorption à deux photons (TPA). Les mesures n’ont pas encore 
pu être réalisées. 
 
 La stratégie qui consiste à augmenter la délocalisation électronique sur le ligand 
terpyridine afin d’augmenter le transfert de charge dans le complexe et donc sa section 
efficace d’absorption à deux photons est ainsi validée. Les substituants utilisés permettent 
donc d’augmenter la réponse TPA des complexes tout en conservant leur efficacité de 
libération de NO•. 
 
 
IV. 4. Photolibération de NO• par les nouveaux complexes dans l’eau 
 
IV. 4. 1- Mise en évidence d’une transformation dans l’eau 
 
Dans le Chapitre III, un échange de ligand sur le complexe [RuFTCl2NO]
+ a été mis 
en évidence en présence d’eau. En effet, un des ligands chloro du complexe a été substitué par 
un hydroxo. Ainsi, dans un premier temps, avant d’étudier les propriétés de photolibération 
des nouveaux complexes synthétisés dans ce chapitre, leur stabilité dans l’eau est vérifiée. 
   
 
IV. 4. 1- a) Etude par spectroscopie d’absorption UV-Vis 
 
Pour vérifier la stabilité dans l’eau, la stratégie est de suivre le spectre d’absorption du 
complexe dans l’eau avec 0,5% de DMSO, conditions proches de celles utilisées en biologie 
(cf Chapitres V et VI), au cours du temps.  
 
Pour le complexe [RuTCC2FCl2NO]PF6, l’analyse est réalisée sur l’isomère trans 
(Cl,Cl)- car il a été obtenu en plus grande quantité. La Figure IV-20 présente l’évolution de 
son spectre d’absorption sur 48 heures. 
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Figure IV-22 : Evolution du spectre d’absorption du mélange des cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)- 
[RuFFTCl2NO]PF6 dans l’eau (0,5% DMSO) au cours du temps 
 
Le mélange d’isomères étudié ici n’est pas stable en milieu aqueux. Le spectre à t = 0 
min présente deux maxima d’absorption à 322 et 460 nm. Le mélange évolue ensuite pour 
donner, en 48 heures, un spectre présentant un maximum à 322 nm et dont la bande de plus 
basse énergie s’est décalée de 460 à 422 nm. L’évolution des spectres d’absorption se fait 
avec trois points isosbestiques à 285, 343 et 452 nm. Le mélange de départ cis (Cl,Cl)- et 
trans (Cl,Cl)-[RuFFTCl2NO]PF6 se transforme donc en une espèce ou un mélange d’espèces 
stable dans l’eau. 
 
Dans ce paragraphe, le suivi du spectre d’absorption des trans (Cl,Cl)-
[RuTCC2FCl2NO]PF6, trans (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6 et cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)- 
[RuFFTCl2NO]PF6 a permis de montrer que ces complexes subissent une transformation dans 
l’eau. Une espèce stable est finalement obtenue dans les trois cas, comme cela a été observé 
pour les cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6. L’hypothèse que les isomères cis 
(Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 et cis (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6 se transforment également 
en présence d’eau est émise. 
Une étude par spectrométrie de masse est ensuite proposée afin de comprendre quel 
type de transformation a lieu dans l’eau. 
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IV. 4. 1- b) Etude par spectrométrie de masse 
 
Par spectrométrie de masse, le mélange de cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuTCC2FCl2NO]PF6 obtenu après bullage de NO
• est analysé dans l’acétonitrile et dans 
l’eau (avec 0,5% DMSO). Dans l’acétonitrile, en ESI-positive, la masse attendue est celle du 
cation de formule brute C45H42Cl2N4ORu et de masse 793,2 g/mol. Le pic obtenu en 
spectrométrie de masse est bien à m/z = 793,2. 
 
Le mélange des deux isomères cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)- donne un unique pic de 
masse m/z = 775,2. Le pic obtenu correspond à une espèce monochargée et le profil 
isotopique est cohérent avec la présence d’un seul chlore, comme le montre la Figure IV-23. 
 
Figure IV-23 : Massif isotopique obtenu pour le mélange des isomères de [RuTCC2FCl2NO]PF6 
dans l’eau (0,5% DMSO) 
Les deux isomères subissent donc la même transformation. Il s’agit d’une différence 
de 18 g/mol, ce qui correspond au remplacement d’un ligand chloro par un hydroxo.  
 
La même étude est menée sur le mélange obtenu après bullage de NO• sur le 
[RuTCC3FCl3]. Dans l’acétonitrile, le pic obtenu est à m/z = 791,2, correspondant à la masse 
du cation de formule brute C42H43Cl2N4ORu. Dans l’eau (avec 0,5% de DMSO), le spectre de 
masse montre un unique pic à m/z = 773,2. Celui-ci est monochargé et correspond à nouveau 
à la masse du complexe ayant subit un échange de ligand Cl/OH. 
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Enfin, l’étude du mélange de cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFFTCl2NO]PF6 est 
réalisée dans les mêmes conditions. Dans l’acétonitrile, ces isomères donnent un pic à m/z = 
1099,5 en ESI-positive, correspondant à la masse attendue pour le cation. 
Dans l’eau (0,5% DMSO), les complexes évoluent et le pic observé en ESI-positive se 
situe à m/z = 1081,5 (Figure IV-24).  
 
Figure IV-24 : Spectre de masse du mélange cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFFTCl2NO]PF6 dans 
l’eau (0,5% DMSO) 
Dans ce troisième cas également, la substitution d’un ligand chloro par un hydroxo est 
mise en évidence. Cette transformation a été décrite dans le Chapitre III pour les cis (Cl,Cl)- 
et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6. Les deux complexes évoluent dans l’eau pour donner un 
complexe identique qui est le trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6.  
Ainsi, l’hypothèse de la transformation des deux isomères cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)- 
en l’isomère trans (NO,OH)- correspondant peut être faite pour les nouveaux complexes à 
ligand TCC2F, TCC3F et FFT. Les trois complexes dont les rendements quantiques de NO• 
doivent être déterminés dans l’eau sont donc : trans (NO,OH)-[RuTCC2FCl2NO]PF6, trans 
(NO,OH)-[RuTCC3FCl2NO]PF6 et trans (NO,OH)-[RuFFTCl2NO]PF6. 
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IV. 4. 2- Mesure des rendements quantiques de NO• des complexes dans l’eau 
 
Dans ce paragraphe, les rendements quantiques de NO• des complexes trans 
(NO,OH)-[RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]PF6, trans (NO,OH)-[RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]PF6 et 
trans (NO,OH)-[RuFFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 sont mesurés dans l’eau. 
Dans le Chapitre III, des calculs DFT ont montré que la bande de plus basse énergie 
du complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 correspondait majoritairement à une 
transition HOMO → LUMO, s’accompagnant d’un transfert de charge du ligand fluorène-
terpyridine vers le fragment Ru-NO. Ce complexe a été irradié sur cette transition (à 365 et 
420 nm) afin de provoquer la libération de NO•.  
 
Le Tableau IV-5 donne, pour les trois complexes, les valeurs des longueurs d’onde où 
l’absorbance est maximale et le coefficient d’extinction molaire du complexe à cette longueur 
d’onde sans irradiation. 
Pour les trois complexes étudiés dans l’eau, les maxima d’absorption de la bande de 
plus faible énergie se situent entre 424 et 464 nm. L’hypothèse que cette transition correspond 
à un transfert de charge favorisant la libération de NO•, est émise. Ainsi, les six complexes de 
cette partie sont également irradiés à 365 et 420 nm. 
 
 
Tableau IV-5 : Maxima d’absorption et coefficients d’extinction molaire correspondants pour 
les complexes trans (NO,OH)-[RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]PF6, trans (NO,OH)-
[RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]PF6 et trans (NO,OH)-[RuFFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
Complexe λmax (nm) ε (L.mol-1.cm-1) 
trans (NO,OH)-[RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]PF6 
306 
318 
464 
22 598 
22 650 
17 622 
trans (NO,OH)-[RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]PF6 
298 
430 
22 882 
10 253 
trans (NO,OH)-[RuFFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
326 
430 
39 226 
15 930 
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IV. 4. 2- a) Evolution du spectre d’absorption des complexes sous irradiation 
 
Les rendements quantiques de NO• des trois complexes obtenus après stabilisation 
dans l’eau sont déterminés dans ce paragraphe. De nouveau, la résolution de la loi de vitesse 
permet l’obtention du ΦNO grâce au suivi de l’absorbance du réactif sous irradiation, à la 
longueur d’onde d’irradiation et à une longueur d’onde d’observation (cf Annexe 5 p.326). 
Ces rendements quantiques de NO• dans l’eau sont mesurés aux mêmes longueurs 
d’onde que dans l’acétonitrile : 365 et 420 nm (cf IV. 3. 2-). 
 
 
Les suivis des spectres d’absorption de trans (NO,OH)-[RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]PF6 
sous irradiation à 365 et 420 nm sont présentés sur la Figure IV-25. 
  
Figure IV-25 : Evolution du spectre d’absorption de trans (NO,OH)-
[RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]PF6 sous irradiation à (a) 365 nm et (b) 420 nm dans l’eau (0,5% 
DMSO) 
 
La Figure IV-25 montre que la bande de plus faible énergie située à 464 nm, diminue 
au cours de l’irradiation. Une bande apparaît à 372 nm et le maximum d’absorption à 312 nm 
augmente un peu. Trois points isosbestiques sont présents au cours de l’évolution à 268, 424 
et 540 nm. Comme pour l’expérimentation dans l’acétonitrile, l’excitation à 365 nm est 
légèrement décalée par rapport à la bande de plus basse énergie. 
 
Les spectres d’absorption du trans (NO,OH)-[RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]PF6 sont 
ensuite enregistrés sous irradiation aux deux longueurs d’onde et sont présentés sur la Figure 
IV-26. 
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Figure IV-26 : Evolution du spectre d’absorption de trans (NO,OH)-
[RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]PF6 sous irradiation à (a) 365 nm et (b) 420 nm dans l’eau (0,5% 
DMSO) 
 
Le graphe (a) correspondant à l’irradiation à 365 nm montre une évolution avec quatre 
points isosbestiques à 284, 336, 404 et 478 nm, alors que le graphe (b) est légèrement 
différent et n’en montre que trois (à 354, 394 et 490 nm). Au cours de l’irradiation, la bande à 
430 nm diminue alors qu’apparaissent une bande à 384 nm et une augmentation légère de 
l’intensité vers 500-550 nm. Après 1 heure d’irradiation à ces deux longueurs d’onde, 
l’absorbance reste constante, traduisant que la réaction est totale. 
 
Les mêmes suivis spectroscopiques sous irradiation sont menés sur le trans (NO,OH)-
[RuFFT(Cl)(OH)(NO)]PF6. Ils sont représentés sur la Figure IV-27. 
 
Figure IV-27 : Evolution du spectre d’absorption de trans (NO,OH)-[RuFFT(Cl)(OH)(NO]PF6 
sous irradiation à (a) 365 nm et (b) 420 nm dans l’eau (0,5% DMSO) 
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Sous irradiation à 365 nm, les spectres se coupent en quatre points isosbestiques à 284, 
336, 404 et 480 nm. L’évolution est un peu différente sous irradiation à 420 nm puisque trois 
points isosbestiques sont observés à 354, 392 et 488 nm. Cela peut être dû au fait que 
l’irradiation à 365 nm est un peu décalée par rapport à la transition de plus faible énergie qui 
devrait être excitée. 
 Les deux irradiations permettent d’observer la diminution de la bande à 430 nm et 
l’apparition de bandes à 380 et 520 nm. 
 
Les suivis d’absorbance au cours de l’irradiation des trois complexes dans l’eau de ce 
paragraphe fournissent les données nécessaires aux calculs des rendements quantiques de NO• 
pour chaque cas. Les résultats obtenus sont présentés dans le paragraphe suivant. 
 
 
IV. 4. 2- b) Détermination du rendement quantique de NO• 
 
Pour chaque complexe, après détermination de l’intensité du flux incident I0, les 
courbes théoriques de l’évolution de l’absorbance au cours du temps pour les longueurs 
d’onde d’irradiation et d’observation sont calculées. Ces calculs, menés à partir des données 
expérimentales regroupées dans les Tableaux 5-8 et 5-9 de l’Annexe 5 p.332-333, permettent 
de déduire le rendement quantique de NO• des complexes correspondant. 
 
Les Figures IV-28, IV-29 et IV-30 ci-dessous présentent les courbes expérimentales 
(en pointillés) et les courbes théoriques (trait plein) de l’absorbance au cours du temps du 
trans (NO,OH)-[RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]PF6, trans (NO,OH)-[RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]PF6 
et trans (NO,OH)-[RuFFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 respectivement. 
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trans (NO,OH)-[RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]PF6 
 
Figure IV-28 : Evolutions expérimentale et calculée de l’absorbance pour le trans (NO,OH)-
[RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]PF6, en fonction du temps (en secondes) 
 
trans (NO,OH)-[RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]PF6 
 
Figure IV-29 : Evolutions expérimentale et calculée de l’absorbance pour le trans (NO,OH)-
[RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]PF6, en fonction du temps (en secondes)      
                                                      
 trans (NO,OH)-[RuFFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
 
Figure IV-30 : Evolutions expérimentale et calculée de l’absorbance pour le trans (NO,OH)-
[RuFFT(Cl)(OH)(NO)]PF6, en fonction du temps (en secondes) 
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Pour les trois complexes étudiés, les courbes théoriques calculées sont superposables 
aux points expérimentaux. Les trois rendements quantiques de NO• qui sont issus de ces 
calculs sont rassemblés dans le Tableau IV-6. Dans ce tableau, le rendements quantiques de 
NO• mesurés dans l’eau pour trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 (Chapitre III) sont 
également rappelés pour comparaison. 
 
Tableau IV-6 : Rendements quantiques de NO• dans l’eau pour les quatre complexes à ligand 
terpyridine à 365 nm et 420 nm 
 ΦNO
365 ΦNO
420 
trans (NO,OH) [RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]PF6 0,010 0,0040 
trans (NO,OH) [RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]PF6 0,011 0,005 
trans (NO,OH) [RuFFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 0,027 0,008 
trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO]PF6 0,040 0,020 
 
A 365 et 420 nm dans l’eau, le complexe présentant le rendement quantique de NO• le 
plus élevé est le trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6. Les complexes possédant les 
ligands TCC2F et TCC3F ont des rendements quantiques similaires mais plus faibles. 
Ces mesures montrent l’importance du solvant dans la réaction de photolibération de 
NO•. En effet, le solvant peut avoir une influence pour différentes réactions 
photochimiques.209,210 Ce dernier peut avoir une influence sur le transfert de charge 
intramoléculaire et donc sur l’efficacité de la photolibération de NO•. 
Tous les complexes présentés dans ce chapitre ont de bons rendements quantiques de 
NO• dans l’eau sous irradiation à 365 et 420 nm. 
 
 
IV. 5. Conclusion 
 
Dans ce chapitre, six nouveaux complexes ont été synthétisés dans le but d’augmenter 
le transfert de charge du ligand vers le fragment Ru-NO et ainsi d’obtenir de meilleurs 
rendements quantiques de photolibération de NO• et des sections efficaces d’absorption à 
deux photons plus élevées : les isomères cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)- de 
[RuTCC2FCl2NO]PF6, [RuTCC3FCl2NO]PF6 et [RuFFTCl2NO]PF6. 
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Les capacités de photolibération de NO• des complexes cis (Cl,Cl) et trans (Cl,Cl)-
[RuTCC2FCl2NO]PF6 et [RuTCC3FCl2NO]PF6 ont été prouvées par RPE. Ensuite, les 
rendements quantiques de NO• de ces complexes ont été mesurés dans l’acétonitrile à 365 et 
420 nm. Pour les complexes cis (Cl,Cl) et trans (Cl,Cl)-[RuFFTCl2NO]PF6, des composés 
analogues sans chaînes hexyles ont dû être synthétisés pour permettre la séparation et la 
mesure du rendements quantique de NO• dans l’acétonitrile. Les isomères cis (Cl,Cl)- sont 
tous plus efficaces que leur isomère trans (Cl,Cl) dans la photolibération de NO•. Pour une 
même longueur d’onde, les complexes de même configuration cis / trans (Cl,Cl)- ont des 
rendements quantiques de NO• du même ordre de grandeur mais les complexes (Cl,Cl)-
[RuFMeFMeTCl2NO]PF6 sont les plus efficaces à 365 nm, devant [RuTCC2FCl2NO]PF6, puis 
[RuFTCl2NO]PF6 et [RuTCC3FCl2NO]PF6. Sous irradiation à 420 nm, tous les complexes 
ont des rendements quantiques de NO• voisins, excepté les isomères [RuTCC3FCl2NO]PF6 
qui ont une efficacité moindre. L’analyse de ces données, par comparaison avec les données 
obtenues pour une famille de complexes analogues (à ligand 2,2’-bipyridine), ne permet pas 
de conclure sur l’évolution du rendement quantique en fonction de l’augmentation du transfert 
de charge.  
Les sections efficaces d’absorption à deux photons des complexes trans (Cl,Cl)-
[RuTCC2FCl2NO]PF6 et trans (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6 sont très largement supérieures 
à celle du trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6. Les mesures sur le complexe 
[RuFMeFMeTCl2NO]PF6 et les isomères cis (Cl,Cl)- doivent encore être réalisées mais les 
résultats obtenus permettent de prouver que l’augmentation du transfert de charge au sein du 
complexe permet d’améliorer la réponse TPA. 
La stabilité des complexes dans l’eau a ensuite été analysée. L’ensemble de ces 
complexes subit la même transformation dans l’eau que les cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6, c’est-à-dire la substitution d’un ligand chloro par un hydroxo.  
Ces complexes transformés ont ensuite été irradiés à 365 et 420 nm pour mesurer leur 
efficacité de libération de NO• dans l’eau. Dans ce cas, c’est le trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 qui présente le meilleur rendement quantique. 
L’ensemble des complexes synthétisés dans ce chapitre présente un grand intérêt pour 
des applications en photothérapies.  
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Chapitre V : 
Propriétés anticancéreuses des complexes de ruthénium à 
ligand nitrosyle sous irradiation 
 
 
V. 1. Introduction 
 
Selon sa concentration, le rôle biologique de NO• varie et les conséquences sont 
opposées, comme cela a précédemment été décrit dans la partie état de l’art. Pour des 
concentrations faibles, en-dessous du micromolaire, il peut avoir un effet pro-prolifératif 
accompagné d’un développement vasculaire et donc un effet négatif puisqu’il est favorable au 
développement de tumeurs. Au contraire, pour des concentrations plus élevées, de l’ordre du 
micro ou du millimolaire, NO• induit l’apoptose des cellules. Différentes sources exogènes de 
NO•, en chimie organique et organométallique, ont été développées afin d’utiliser le rôle que 
joue NO• dans l’apoptose des cellules dans diverses thérapies anticancéreuses.211 
NO• étant un bon ligand, de nombreux complexes de coordination photoactivables ont 
été synthétisés15 et leurs capacités de photolibération de NO• ont été étudiées. Ce type de 
complexes s’inclut dans le cadre de la chimiothérapie photoactivée, qui regroupe les systèmes 
non toxiques dans l’obscurité et qui se transforment sous irradiation pour donner une entité 
toxique. 
 
Une étude préliminaire a été menée en 2014-2015 par l’équipe d’Isabelle Malfant au 
LCC sur l’action d’un complexe de ruthénium à ligand nitrosyle sur des cellules cancéreuses 
de colon humain HCT 116.121,122 Le complexe trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6, dont la 
transformation dans l’eau n’avait pas encore été mise en évidence, ne présente aucune toxicité 
envers la lignée cellulaire sans irradiation. Mais, sous irradiation (8 minutes, λ > 400 nm, 8,2 
J.cm-2), celui-ci induit une mortalité cellulaire atteignant 50 % pour une concentration de 20 
µM, comme le rappelle la Figure V-1. Une expérimentation supplémentaire a permis de 
prouver la non-toxicité du photoproduit. 
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Figure V-1 : Effet du complexe trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 sur les cellules HCT 116, sans et 
avec irradiation121 
 
Dans le Chapitre III, la transformation des complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)- 
[RuFTCl2NO]PF6 en trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 a été mise en évidence. 
L’objectif de ce chapitre est d’approfondir l’étude des propriétés biologiques du complexe de 
ruthénium trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6. 
Dans un premier temps, les différents tests permettant la mesure de l’effet d’un agent 
cytotoxique sur la viabilité cellulaire seront présentés. Ensuite, l’effet toxique du complexe 
sans irradiation sera étudié sur deux lignées cellulaires. Dans un troisième temps, l’influence 
du complexe sous irradiation monophotonique sera analysée, avant de proposer une stratégie 
pour l’amélioration de l’efficacité du traitement proposé. 
 
 
V. 2. Les différents tests de viabilité cellulaire 
 
La viabilité peut être mesurée de différentes façons. L’intégrité de la membrane 
cellulaire permet d’apporter des informations sur l’état de la cellule. Cette caractéristique peut 
être visualisée grâce à des sondes fluorescentes non perméantes qui colorent le noyau des 
cellules mortes, comme avec l’iodure de propidium par exemple. Une autre technique est 
l’évaluation de l’activité mitochondriale de la cellule, c’est-à-dire la respiration cellulaire. Le 
rôle des mitochondries est de convertir les nutriments en adénosine triphosphate (ATP), qui 
est la source d’énergie des cellules. Il existe des méthodes de dosage de cette ATP. 
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Enfin l’activité mitochondriale peut être évaluée par deux tests répandus que sont les 
tests MTT et Presto-Blue.212  
 
 
V. 2. 1- Test MTT 
 
Ce premier test mesure l’activité mitochondriale des cellules. Il est basé sur la capacité 
des cellules vivantes à transformer le MTT hydrosoluble en formazan insoluble (violet), 
comme le montre la Figure V-2. Cette réduction est induite par l’enzyme succinate 
déshydrogénase mitochondriale NADH (Nicotinamide Adénine Dinucléotide Hydrogénase). 
La quantité de formazan produite est proportionnelle à l’activité métabolique des cellules. 
 
Figure V-2 : Transformation du MTT en formazan par les cellules vivantes 
 
Après 2 heures d’incubation en présence des cellules, des cristaux de formazan se 
forment. Ils sont ensuite dissous pour permettre la mesure de l’absorbance à 570 nm. 
L’absorbance mesurée est comparée à celle d’un témoin et un pourcentage de viabilité en est 
déduit. 
 
 
V. 2. 2- Test Presto-Blue 
 
Ce second test rend aussi compte de l’activité mitochondriale des cellules. Il peut être 
utilisé pour différents types de cellules (eucaryotes, bactéries, champignons microscopiques). 
Les cellules vivantes sont capables de réduire (avec différentes enzymes dont la NADH) le 
Chapitre V : Propriétés anticancéreuses des complexes sous irradiation 
 
222 
 
réactif de Presto-Blue, qui est la résazurine bleue en résorufine rose, selon la réaction de la 
Figure V-3. 
 
 
 
 
Figure V-3 : Réduction du réactif de Presto-BlueTM par les cellules vivantes 
 
Les cellules vivantes transforment donc le réactif bleu en produit réduit rose, alors 
qu’une population de cellules mortes ne réalise pas cette réduction : le réactif reste bleu. 
Après incubation avec les cellules, l’absorbance est mesurée à  570 nm et 600 nm et un 
pourcentage de réduction du réactif de Presto-BlueTM est calculé, correspondant au 
pourcentage de viabilité cellulaire.213 
C’est ce second test qui sera principalement utilisé dans ces travaux. 
 
 
V. 2. 3- Test de clonogénie 
 
Le test de clonogénie est le test de référence pour l’évaluation de la viabilité des 
cellules. Il permet de dénombrer les cellules vivantes qui ont conservé leur capacité de 
division après un traitement, et non seulement les survivantes. 
Après traitement par un agent toxique, une très faible fraction de cellules est ré-
ensemencée. Après incubation et division des cellules pendant au moins une semaine, des 
colonies se forment, et après avoir été colorées à l’aide de Crystal Violet, celles-ci sont 
visibles à l’œil nu et dénombrées. Le ratio par rapport à un témoin donne le pourcentage de 
viabilité. 
 
 
réactif de Presto-Blue bleu cellules mortes 
réactif de Presto-Blue rose cellules vivantes 
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V. 3. Etude de la cytotoxicité du trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
sur deux lignées cellulaires 
 
V. 3. 1- Test clonogénique sur les cellules HCT 116 
 
La première lignée cellulaire choisie pour tester la toxicité du complexe de ruthénium 
à ligand nitrosyle trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 est HCT 116. Il s’agit de cellules 
cancéreuses du colon humain. Ce sont des cellules épithéliales, adhérentes et cultivées en 
monocouche dans le DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium) pour cette étude. 
 
Dans un premier temps, la toxicité du complexe d’intérêt sans irradiation est étudiée. 
En effet, l’objectif de l’étude est l’utilisation d’un système photoactivable, ne présentant 
aucune toxicité par rapport aux cellules dans l’obscurité, mais libérant un agent cytotoxique 
sous irradiation. 
Cette toxicité est en premier lieu étudiée par un test de clonogénie. Ce test étant le plus 
précis, il permettra par la suite de valider le second test de viabilité plus rapide utilisé dans 
cette étude. Les concentrations du complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
utilisées sont comprises entre 1 µM et 100 µM, dans le DMEM. Le complexe n’étant pas 
hydrosoluble, il est d’abord dissous dans du DMSO puis la solution-mère est diluée dans le 
milieu de culture pour avoir un pourcentage volumique final de DMSO de 0,5 % dans la 
solution. Les cellules sont incubées avec le complexe, rincées et remises en culture dans du 
DMEM frais. Elles sont ensuite ensemencées à très faible densité, et les colonies sont 
dénombrées. 
Le DMSO a également été choisi comme contrôle positif car il est connu dans la 
littérature qu’une concentration de DMSO supérieure à 1% dans le milieu de culture a un effet 
toxique sur les cellules.214 
Plusieurs concentrations de DMSO dans le DMEM ont été testées : 10, 20 et 30 %. 
Ces concentrations entraînent respectivement 58, 78 et 89 % de mortalité sur les HCT 116. 
C’est la concentration la plus toxique qui est choisie comme contrôle positif : 30 % DMSO. 
 
La Figure V-4 est une photographie des colonies obtenues dans le cas d’un traitement 
par 1 µM de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 (dans les puits du haut) et par 30 % de 
DMSO, comme contrôle positif (dans les trois puits du bas). 
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Figure V-4 : Test de clonogénie montrant les colonies formées après traitement par 1 µM de 
trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 (en haut) et par 30 % de DMSO (en bas) 
 
La Figure V-5 montre le pourcentage de viabilité des cellules traitées par les 
différentes concentrations de complexe de ruthénium à ligand nitrosyle : 1, 5, 10, 50 et 100 
µM. Ce pourcentage est issu du dénombrement cellulaire pratiqué sur les colonies formées 
pendant le test de clonogénie.  
 
 
Figure V-5 : Effet de différentes concentrations de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 sur 
la viabilité des cellules HCT 116, quantifié par clonogénie. Les pourcentages de viabilité sont 
issus de la moyenne de deux expérimentations indépendantes, chacune réalisée en triplicat. Les 
barres d’erreur représentent l’écart-type comparé au témoin. 
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D’après la Figure V-5, la viabilité des cellules n’est pas affectée en présence de 0,5 % 
de DMSO dans la solution. Ce test de viabilité précis a permis de vérifier que cette 
concentration de DMSO peut être utilisée pour assurer la solubilité du complexe sans avoir 
d’effet sur les cellules. 
Un contrôle positif a été utilisé, il s’agit de 30 % de DMSO dans le DMEM. Cela a pour 
conséquence une diminution de la viabilité des HCT 116 à 11 %. 
Des concentrations allant de 1 µM à 100 µM de complexe de ruthénium ont ensuite été 
testées. Aucune des concentrations testées n’a d’effet sur la viabilité des cellules. Le 
complexe sans irradiation n’a donc pas d’effet toxique sur cette lignée cellulaire pour une 
large gamme de concentrations. 
 
 
V. 3. 2- Test de Presto-Blue sur les cellules HCT 116 
 
L’étude de la cytotoxicité du complexe sur les HCT 116 est ensuite menée grâce au 
test Presto-Blue. Les mêmes concentrations en trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 sont 
testées : 1, 5, 10, 50 et 100 µmol/L.  
 
Figure V-6 : Effet de différentes concentrations de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 sur 
la viabilité des cellules HCT 116, quantifié par le test Presto-Blue. Les pourcentages de viabilité 
sont issus de la moyenne de cinq expérimentations indépendantes, chacune réalisée en triplicat. 
Les barres d’erreur représentent l’écart-type comparé au témoin. 
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Comme précédemment, un contrôle est réalisé avec 0,5 % de DMSO dans le milieu de 
culture, nécessaire à la solubilisation du complexe. Ce test révèle également que ce 
pourcentage n’est pas toxique pour les cellules HCT 116.  
La Figure V-6 montre qu’aucune des concentrations de trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 utilisées n’influe sur la viabilité des HCT 116. Le test de viabilité 
Presto-Blue montre également que le complexe testé ne présente pas de toxicité envers les 
cellules HCT 116.  
Une concentration élevée de DMSO est utilisée dans ce cas aussi comme contrôle 
positif. Ce test montre donc une bonne cohérence avec le test de clonogénie. Dans la suite de 
l’étude, c’est le test Presto-Blue qui sera utilisé pour évaluer la viabilité des cellules car il est 
plus rapide à mettre en œuvre. 
 
 
V. 3. 3- Test de Presto-Blue sur les cellules FaDu 
 
L’effet toxique du complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 est étudié sur 
une seconde lignée cellulaire. Il s’agit de cellules FaDu, cellules cancéreuses de pharynx 
humain. Ce sont également des cellules épithéliales et adhérentes, cultivées en monocouche 
dans le DMEM. Ces cellules sont choisies car elles sont couramment cultivées dans le 
laboratoire de l’IPBS et que les conditions de culture sont identiques à celles des HCT 116. 
De plus, la réponse de ces cellules au traitement par un complexe de ruthénium à ligand 
nitrosyle peut être différente des HCT 116. En effet, il a été montré que la viabilité de ces 
deux lignées n’est pas influencée de la même façon par un traitement par le phéophorbide, un 
photosensibilisateur pour la PDT, encapsulé dans des polymères.215 
 
La cytotoxicité du complexe trans est étudiée à l’aide du test Presto-Blue. La Figure 
V-7 présente les pourcentages de viabilité obtenus après traitement par différentes 
concentrations de complexes entre 5 et 50 µM. 
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Figure V-7 : Effet de différentes concentrations de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 sur 
la viabilité des cellules FaDu, quantifié par le test Presto-Blue. Les pourcentages sont calculés à 
partir de trois expérimentations indépendantes, chacune faite en triplicat. 
 
Le pourcentage de viabilité des cellules FaDu, traitées par des concentrations de 
complexe de ruthénium à ligand nitrosyle entre 5 µM et 50 µM, n’est pas significativement 
différent du témoin. Le complexe n’est donc pas toxique pour cette lignée cellulaire non plus. 
 
Le complexe de ruthénium à ligand nitrosyle étudié ne présente donc aucune toxicité 
envers les deux lignées cellulaires testées. La phototoxicité du complexe trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 peut donc être investiguée. 
 
 
V. 4. Etude de la phototoxicité du trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
sur deux lignées cellulaires 
 
V. 4. 1- Etude de la toxicité de l’irradiation sur les HCT 116 
 
Avant d’irradier le complexe et d’étudier l’influence de ce traitement sur les cellules 
cancéreuses, l’effet de l’irradiation seule doit être analysé. 
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L’irradiation se fait par le dessous de la boîte de culture, par une lampe halogène de 
puissance 17 mW.cm-2, équipée d’un filtre ne laissant pas passer les ultraviolets (λ > 400 nm), 
comme le montre la Figure V-8. 
 
Figure V-8 : Irradiation des plaques 96 puits par le dessous de la boîte 
 
Un test de viabilité Presto-Blue a été fait après irradiation des cellules dans leur milieu 
de culture à différents temps. Avec cette méthode, l’irradiation continue pendant 2, 5, 10, 15, 
20 et 25 minutes n’a aucun effet toxique.  
 
 
V. 4. 2- Etude de la phototoxicité du complexe trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 sur les cellules HCT 116 
 
L’effet de l’irradiation du complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 sur les 
cellules est étudié grâce au test Presto-Blue.  
Ce test a d’abord été mené sur des cellules HCT 116 traitées par 10 µM de complexe 
et irradiées 25 minutes. Aucune toxicité n’a été observée. Ainsi, le temps d’irradiation choisi 
pour ces expérimentations est de 30 minutes. Même s’il est possible qu’il entraîne une 
certaine toxicité, l’objectif est d’observer un pourcentage de mortalité par rapport au témoin 
irradié. 
La Figure V-9 présente les pourcentages de viabilité des cellules traitées par 5, 10, 25 
et 50 µM de complexe, sans ou avec irradiation. La dose d’irradiation à cette puissance est de 
30 J.cm-2 pour 30 minutes et de 46 J.cm-2 pour 45 minutes d’irradiation. 
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Figure V-9 : Effet de l’irradiation du trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 sur les HCT 116. 
Les valeurs sont obtenues en moyennant deux expérimentations indépendantes, chacune faite en 
sextuplicat.  Les barres d’erreur représentent l’erreur-type par rapport au témoin non irradié 
pour les viabilités des témoins irradiés, et l’erreur-type par rapport au témoin irradié (le même 
temps) pour toutes les autres valeurs. 
 
 La première série d’expérience témoin montre que les irradiations de 30 et 45 minutes 
ont un effet toxique sur les cellules HCT 116 dans le DMEM. Elles entraînent respectivement 
une chute de 40 et 50 % de la viabilité.  
Malgré l’effet intrinsèque de l’irradiation, un effet toxique additionnel est observé 
lorsque le complexe est irradié, dès les concentrations de 5 et 10 µM. En effet, pour ces 
concentrations, l’irradiation des cellules en présence du complexe photoactivable entraîne une 
chute de la viabilité d’environ 25 % supplémentaire par rapport aux témoins irradiés. Cela 
montre bien que le complexe de ruthénium à ligand nitrosyle étudié a une influence sur la 
viabilité des cellules. 
Pour les concentrations plus importantes de 25 et 50 µM, les barres d’erreur sont plus 
grandes, on ne peut donc pas conclure aussi facilement sur l’effet phototoxique du complexe. 
Le fait que les irradiations entraînent une toxicité qui leur est propre semble masquer l’effet 
du NO• libéré. En effet, théoriquement, une plus grande concentration de NO• doit engendrer 
un taux de mortalité cellulaire plus important. 
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 La Figure V-10 présente deux images prises au microscope (Leica DMIRB, caméra 
coolSNAP HQ, objectif 20x, 1G). A gauche, il s’agit d’un échantillon témoin de HCT 116 
cultivées dans le DMEM. A droite, l’image a été prise sur un échantillon après traitement par 
5 µM de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 et irradié 30 minutes. Les zones 
photographiées sont représentatives de l’échantillon entier. 
 
 
Figure V-10 : Images d’un échantillon témoin de HCT 116 (à gauche) et d’un échantillon traité 
par le complexe et irradié 30 minutes (à droite).  
 
L’image des cellules non traitées montrent de nombreuses HCT 116, cultivées en 
monocouche, adhérant au fond de la boîte. Les cellules sont bien contrastées, permettant la 
distinction du contenu intracellulaire et notamment du noyau. 
L’image de droite, prise après le traitement des cellules par le complexe et 
l’irradiation, montre une densité cellulaire très faible. La plupart des cellules sont mortes et 
sont dégradées. Les seules cellules présentes sur l’image ont une forme sphérique, ce qui 
signifie qu’elles sont endommagées et qu’elles n’adhèrent presque plus au fond du puits de 
culture. 
L’observation microscopique de ces échantillons illustre l’efficacité du traitement 
proposé. L’optimisation des conditions d’irradiation permettra de réduire l’effet toxique de 
l’irradiation des cellules. 
 
 
 
 
 
100 µm 
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 V. 4. 3- Etude de la phototoxicité du complexe trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 sur les cellules FaDu 
 
L’étude de la phototoxicité du complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 est 
à présent menée sur la lignée cellulaire FaDu. Comme précédemment, la viabilité des cellules 
est mesurée par le test Presto-Blue. Les résultats du traitement par le complexe et l’irradiation 
sont présentés dans la Figure V-11. 
 
Figure V-11 : Effet de l’irradiation du trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 sur les FaDu. 
Les viabilités sont obtenues à partir de la moyenne de deux expérimentations indépendantes, 
chacune faite en sextuplicat.  Les barres d’erreur des témoins irradiés représentent l’erreur-type 
par rapport au témoin non irradié, et, sur les autres colonnes, elles représentent l’erreur-type 
par rapport au témoin irradié (le même temps). 
 
Pour cette lignée, l’irradiation a toujours une influence sur la viabilité mais les FaDu 
sont moins sensibles à l’irradiation que les HCT 116. L’irradiation de 30 minutes entraîne 
seulement 25 % de mortalité, ce qui est très raisonnable, et 45 minutes d’irradiation font 
chuter le pourcentage de viabilité à 40 %. 
Les expérimentations suivantes montrent les cellules traitées par 5, 10, 25 et 50 µM de 
trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6. Sous 30 minutes d’irradiation, la viabilité chute de 
30 % pour l’utilisation de 5 µM et 10 µM de complexe, par rapport au témoin irradié. 
L’irradiation la plus longue ayant déjà un effet toxique, le traitement par 5 et 10 µM de 
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complexe fait chuter le pourcentage de viabilité de 15 %. Pour les concentrations les plus 
élevées, comme pour l’étude sur le HCT 116, l’imprécision des résultats (et donc les barres 
d’erreur) fait que la variation de viabilité des cellules par rapport aux témoins n’est pas 
significative. Il est donc difficile de conclure sur l’effet du complexe à ces concentrations. 
 
Pour les FaDu, qui semblent peu sensibles à l’irradiation de 30 minutes, le traitement 
par le complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 et l’irradiation provoquent une 
chute de la viabilité de près de 60 %. Ce résultat prouve que le NO• libéré par ces systèmes 
peut induire une mort cellulaire. 
 
 
V. 4. 4- Conclusion 
 
Une étude préliminaire de la phototoxicité de ce complexe avait précédemment été 
menée.121 Bien que la structure du complexe en milieu aqueux n’était pas encore connue, il 
avait été conclu que le trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 à 20 µM entrainait environ 50 % de 
mortalité cellulaire. 
Dans ce chapitre, la non-toxicité du produit sans irradiation a été mise en évidence par 
plusieurs tests de viabilité et pour deux lignées cellulaires. La phototoxicité a ensuite été 
étudiée et un effet a pu être observé pour les deux lignées malgré la toxicité intrinsèque de 
l’irradiation aux temps utilisés. Pour les HCT 116, le traitement provoque une mortalité 
d’environ 60 à 70 % selon le temps d’irradiation, ce qui correspond à 25 et 30 % de mortalité 
supplémentaire par rapport au témoin irradié. Pour les FaDu, le complexe entraîne une chute 
de la viabilité d’environ 55 % après 30 minutes d’irradiation, ce qui correspond à une 
mortalité de 30 % de plus que l’irradiation seule. Des résultats similaires ont été rapportés par 
Gomes et al. en 2013 avec le complexe photoréactif trans-[Ru(NO)Cl(cyclam)](PF6)2.
216 Ils 
sont d’ailleurs en accord avec ce qu’observe Rose et al. pour leurs complexes donneurs de 
NO• induisant l’apoptose de cellules de cancer du sein.138 
 
Ces résultats sont encourageants, puisqu’ils suggèrent qu’après l’optimisation de 
l’irradiation, différentes lignées de cellules cancéreuses pourront être éradiquées, ce qui 
signifie que deux types de cancers différents pourraient être traités grâce à cette méthode de 
PACT. Ces résultats montrent le potentiel des complexes de ruthénium à ligand nitrosyle dans  
le développement de nouvelles thérapies photoactivées. 
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 Des essais d’irradiation à deux photons devront être menés, dans la perspective d’un 
traitement par irradiation dans le proche infrarouge.  
 
 
V. 5. Conception de nano-agrégats de trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
 
Plusieurs mécanismes de transport de molécules vers l’intérieur de la cellule existent. 
Pour l’internalisation de petites molécules telles que O2, N2 ou NO•, le transport est passif. 
Cela signifie que les espèces vont diffuser à travers la membrane cellulaire lorsque la 
concentration extracellulaire est supérieure à l’intracellulaire.  
Pour de plus grosses espèces (de masse supérieure à 150 Da) et particules, la cellule 
utilise un mode de transport actif : l’endocytose. Les particules sont piégées dans des 
vésicules, issues de l’invagination de la membrane cellulaire, qui vont ensuite libérer leur 
contenu du côté intracellulaire.217,218 
La Figure V-12 résume ces deux mécanismes. 
 
Figure V-12 : Mécanismes de diffusion et d’endocytose. Figures adaptées de Molecular Cell 
Biology, 2000 et The Cell : A Molecular Approach, 2000 217,218 
 
Afin d’augmenter l’effet du NO• sur les cellules, la stratégie proposée ici est de 
travailler sur l’amélioration de la pénétration du complexe au sein des cellules, en favorisant 
le mécanisme d’endocytose. Pour cela, la stratégie consiste à utiliser des nano-agrégats du 
complexe, ou auto-assemblages, de taille plus importante. 
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V. 5. 1- Fabrication des auto-assemblages de complexe de ruthénium 
 
Plusieurs méthodes existent pour assembler des molécules par des interactions non 
covalentes. Dans ces travaux, réalisés en collaboration avec Dr. Patricia Vicendo du 
laboratoire IMRCP, les nano-agrégats ont été réalisés par la méthode de reprécipitation, 
décrite en 1992 par Nakanishi.219,220  
Il s’agit de solubiliser le complexe dans un solvant organique miscible à l’eau (comme 
l’acétone) pour obtenir une solution de concentration de l’ordre du millimolaire. Ensuite, un 
certain volume de cette solution est ajouté goutte à goutte dans l’eau, sous agitation 
vigoureuse. La variation soudaine dans l’environnement du complexe provoque la nucléation 
et la croissance de nano-agrégats (cf Figure V-13). L’agitation est poursuivie quelques 
minutes afin que les micro-cristaux reprécipitent. La solution obtenue est limpide, les 
particules étant de taille inférieure aux longueurs d’onde de la lumière visible.  
 
Figure V-13 : Méthode de reprécipitation pour l’obtention de nano-agrégats de complexe  
 
Plusieurs paramètres peuvent être ajustés et avoir une influence sur la taille des nano-
agrégats. Ce sont la température, la concentration, la vitesse d’addition de la solution et la 
vitesse d’agitation.  
Dans cette étude, la concentration finale de la solution dans l’eau est de 2.10-5 mol/L. 
Pour cela, 100 µL d’une solution à 1 mM dans l’acétone sont ajoutés sous agitation à 350 rpm 
dans 4,9 mL d’eau, puis la solution est agitée pendant 10 minutes à température ambiante. 
Deux vitesses d’addition de la solution dans l’eau sont comparées.  
L’échantillon A contient des agrégats formés par l’addition rapide en 1 minute de la 
solution de complexe dans l’eau et pour l’échantillon B, l’addition a duré 4 minutes. Dans les 
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deux cas, la solution est maintenue sous agitation pendant 10 minutes après l’ajout. La 
concentration finale est la même dans les deux cas. 
  
 
La technique de la DLS (« Dynamic Light Scattering ») est basée sur la diffusion de la 
lumière par les particules en suspension, celle-ci étant reliée au coefficient de diffusion des 
particules et donc à leur taille. Cette méthode a permis de conclure sur la présence d’agrégats 
dans les deux échantillons et sur leur taille, plus précisément sur leur diamètre 
hydrodynamique. 
La Figure V-14 montre la distribution de taille mesurée  pour chaque échantillon. 
 
Figure V-14 : Distributions de tailles des agrégats mesurées par DLS, sur deux expérimentations 
indépendantes sur deux échantillons  
 
Chaque mesure a été faite à partir de deux échantillons obtenus indépendamment, 
représentés par les deux courbes vertes et rouges. 
 
Dans le cas où l’addition de la solution a été faite rapidement (en 1 minute, échantillon 
A), la taille moyenne des particules est de 1280 nm. Pour l’échantillon où l’addition a été plus 
lente (en 4 minutes, échantillon B), les agrégats ont une taille moyenne d’environ 115 nm. Les 
distributions de taille sont étroites dans les deux cas, ce qui signifie que l’ensemble des 
particules d’un même échantillon ont un diamètre proche. 
Cette expérimentation montre que la méthode de reprécipitation est une méthode facile 
et rapide pour la fabrication de nano-agrégats et celle-ci donne des résultats assez 
reproductibles. Le temps d’ajout a une forte influence sur la taille des agrégats obtenus.  
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L’objectif est de tester les propriétés phototoxiques des auto-agrégats du complexe 
trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 sur les cellules cancéreuses. Dans un premier 
temps, la capacité de photolibération de NO• par ces auto-assemblages doit être vérifiée. 
 
 
V. 5. 2- Propriétés photochimiques des auto-assemblages de complexe trans 
(NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
 
Afin de vérifier si ces auto-assemblages de complexes sont capables de libérer NO• 
sous irradiation, la résonance paramagnétique électronique est utilisée, à l’aide du piégeur de 
NO• (ou spin-trap) [FeII(MGD)2]. 
La Figure V-15 montre les signaux obtenus dans l’obscurité (en bleu), et après 5 
minutes d’irradiation par la lampe à vapeur de mercure (munie d’un filtre λ > 400 nm) pour 
l’échantillon A (en rouge) et pour le B (en vert). 
 
Figure V-15 : Spectres RPE obtenus dans l’obscurité et sous irradiation (λ > 400 nm)  des deux 
échantillons contenant les agrégats de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
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D’après la Figure V-15, dans l’obscurité, aucun signal n’apparaît en RPE. Cela est 
représenté par la courbe bleue, obtenue dans le cas des deux échantillons. Cela signifie que 
ces particules ne relarguent pas spontanément NO• en solution aqueuse. 
Après 5 minutes d’irradiation, pour les deux échantillons, un signal triplet apparaît 
avec une constante de couplage hyperfin de 1,2.10-3 cm-1 et un facteur de Landé de 2,040, 
signature de l’adduit [FeII(MGD)2-NO•].180 
Ces analyses montrent que les nano-agrégats formés à partir du complexe trans 
(NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 sont capables de libérer NO
• sous irradiation. De plus, la 
solution contenant les particules de plus grande taille (échantillon B, de 1280 nm de diamètre) 
enregistre un signal triplet caractéristique de NO• environ deux fois plus intense que 
l’échantillon A (particules de 117 nm de diamètre). La fabrication d’agrégats plus gros semble 
donner lieu à une libération de NO• plus efficace.  
 
Ces auto-assemblages de complexe ont été testés sur les HCT 116 et ne présentent pas 
non plus de toxicité. L’étude de leurs propriétés phototoxiques doit encore être menée afin de 
voir si elles sont améliorées par rapport à l’utilisation du complexe en solution.  
 
 
V. 6. Conclusion 
 
Dans ce chapitre, les propriétés anticancéreuses des complexes de ruthénium à ligand 
nitrosyle ont été investiguées. Le complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 montre 
un intérêt pour son application en PACT. En effet, ce complexe qui est non toxique in vitro 
dans l’obscurité, engendre un pourcentage de mortalité de plus de 50 % sur deux lignées de 
cellules cancéreuses. Le photoproduit avait montré une non-toxicité envers les HCT 116, mais 
de nouvelles études doivent encore être menées pour prouver que l’effet toxique est bien dû à 
la libération de NO•. L’influence des produits d’oxydation de NO• en solution aqueuse sur la 
viabilité cellulaire devra par exemple faire l’objet d’une étude approfondie. L’utilisation d’un 
piégeur de NO• peut également permettre de montrer l’implication du radical dans l’effet 
toxique observé. 
Un premier essai de fabrication de nano-objets capables de libérer NO• sous irradiation 
a également été présenté dans ce chapitre. L’objectif est d’augmenter la proportion de 
complexe qui pénètre dans les cellules, ou au moins qui interagit avec la membrane cellulaire.  
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La méthode de reprécipitation a été utilisée pour obtenir deux échantillons d’agrégats 
de tailles différentes. Ces agrégats conservent la capacité de photolibération de NO• du 
complexe en solution. N’étant pas toxiques sans irradiation, des tests de phototoxicité 
constituent la prochaine étape de cette étude. De plus, un dosage du ruthénium par ICP-MS 
pourrait permettre de comparer le taux d’internalisation du complexe sous forme d’agrégats et 
en solution. 
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Chapitre VI :  
Effet bactéricide du NO• libéré par irradiation des 
complexes de ruthénium à ligand nitrosyle 
 
 
 
VI. 1. Introduction 
 
 
Depuis les dernières décennies, la résistance aux antibiotiques de nombreux 
pathogènes, notamment ceux impliqués dans les maladies nosocomiales est en recrudescence. 
En effet, l’utilisation systématique d’antibiotiques à large spectre, essentiellement des -
lactames, lors d’opérations chirurgicales ainsi que la mauvaise utilisation de ces médicaments 
par la population, ont fait qu’aujourd’hui de nombreux pathogènes ont développé une 
tolérance envers ces traitements. De nouveaux antibiotiques, obtenus par dérivatisation des 
plus anciens, ont été synthétisés. Mais déjà les bactéries ont développé une résistance à leur 
égard. 
En 2016, Dr. Margaret Chan, directrice générale de l’Organisation Mondiale de la 
Santé a qualifié cette résistance de « crise planétaire, aujourd’hui reconnue comme une des 
plus importantes menaces sur la santé ». 
 
Staphylococcus aureus et Staphylococcus epidermidis font partie des bactéries les plus 
souvent impliquées dans les infections chez l’homme. S. epidermidis est la cause la plus 
importante d’infections en général, et la deuxième cause d’infections liées à l’implantation 
d’un dispositif médical.221,222 Ces bactéries sont en effet capables de s’accumuler dans un 
biofilm hydrophobe qui adhère à des surfaces telles que les dispositifs médicaux. Souvent ces 
infections deviennent chroniques car le système immunitaire ne parvient pas à se débarrasser 
de ces microorganismes.223 
Devant les difficultés rencontrées par les antibiotiques usuels pour traiter certaines 
infections et particulièrement celles dues aux biofilms, il est urgent de développer de 
nouvelles thérapies qui permettraient de lutter contre la résistance antimicrobienne. 
 
 Comme présenté précédemment dans l’état de l’art, l’oxyde nitrique présente des 
propriétés bactéricides, il est notamment décrit comme pouvant induire la dispersion de 
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biofilms bactériens.150,162 Les complexes de ruthénium à ligand nitrosyle synthétisés et étudiés 
au cours de ces travaux de thèse sont donc de potentiels agents antimicrobiens. La libération 
contrôlée de l’agent bactéricide par la lumière permet d’imaginer de nouvelles thérapies 
ciblées et contrôlées.  
 
 L’objectif de ces travaux est d’étudier l’effet des complexes de ruthénium à ligand 
nitrosyle photoactivables sur des bactéries résistantes aux antibiotiques présentes sous 
différentes formes de culture : planctonique ou en formation de biofilms. Dans ce chapitre, un 
modèle de souche bactérienne résistante à un antibiotique sera d’abord présenté, puis l’effet 
bactéricide d’un premier complexe de ruthénium à ligand nitrosyle sous irradiation sera 
étudié. Ensuite ce traitement sera combiné avec un antibiotique afin d’investiguer l’effet de 
leur association. Enfin, des études préliminaires sur de nouveaux complexes seront exposées. 
 
 
VI. 2. Choix du modèle Staphylococcus epidermidis 
 
Afin d’apporter une preuve de concept de l’efficacité des donneurs de NO• synthétisés, 
une souche bactérienne ayant la capacité de former des biofilms et présentant une résistance à 
au moins un antibiotique a été choisie : Staphylococcus epidermidis. Après description et 
quelques généralités sur l’espèce, les principales caractéristiques morphologiques de S. 
epidermidis sont observées et déterminées grâce à différentes techniques. 
 
 
VI. 2. 1- Généralités sur Staphylococcus epidermidis 
 
Staphylococcus epidermidis est un pathogène opportuniste, c’est-à-dire qu’il profite 
d’un affaiblissement du système immunitaire (comme par exemple chez les patients atteints 
du SIDA, ceux étant traités par chimiothérapie, les nouveaux-nés prématurés, …) pour se 
propager chez l’homme. Il est ainsi l’un des principaux micro-organismes responsables des 
infections nosocomiales, notamment par la contamination de dispositifs médicaux extérieurs 
(cathéters, prothèses, pacemakers), et peut engendrer une septicémie ou une endocardite.  
S. epidermidis se présente sous forme de coques (ou cocci) à Gram + qui poussent 
sous forme de grappe de bactéries. Anaérobies facultatives, elles se développent mieux en 
Chapitre VI : Effet bactéricide de la photolibération de NO 
 
243 
 
présence d’oxygène. Leur diamètre est compris entre 0,5 et 1,5 µm et elles forment de petites 
colonies blanches de 1 à 2 mm de diamètre. 
 
Dans la nature, la plupart de ces bactéries vivent sous forme de biofilms. On peut voir 
sur la Figure VI-1 l’aspect de S. epidermidis à l’état planctonique (à gauche) et sous forme de 
biofilm (à droite) avec la matrice extracellulaire visible dans l’espace entre les différentes 
grappes permettant aux bactéries de s’agréger.150,224 
 
  
Figure VI-1 : Images de S. epidermidis en MEB de deux bactéries isolées (à gauche) et sous forme 
de biofilm (à droite) 225 
 
Dans ces travaux de thèse, deux souches de Staphylococcus epidermidis sont utilisées : 
- ATCC 12228, qui ne forme pas de biofilms et qui ne présente pas de résistance à la 
méthicilline 
- ATCC 35984, qui est connue pour être résistante à la méthicilline et pour sa capacité 
à former des biofilms. Elle fait partie des MRSE (« Methicllin-Resistant Staphylococcus 
epidermidis »). 
 
 
VI. 2. 2- Description des souches de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 et 
ATCC 35984 
 
Ces souches de Staphylococcus epidermidis sont cultivées dans le LB (Lysogeny 
Broth). Ce milieu est une solution aqueuse contenant 10 g/L de tryptone (source d’acides 
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aminés nécessaires à la croissance des micro-organismes), 5 g/L d’extrait de levure et 5 g/L 
de NaCl. 
Lors de leur culture en solution, les bactéries sont normalement présentes à l’état 
planctonique. Leur croissance induit une augmentation de la turbidité du milieu et il est 
impossible de les distinguer à l’œil nu. C’est le cas pour la souche ATCC 12228, qui, même 
après 24 heures de culture, ne forme pas d’agrégats : le milieu est trouble mais aucun 
agglomérat n’est visible à l’œil nu. 
En revanche, les bactéries de la souche ATCC 35984 en suspension forment au bout 
d’environ 3 heures des agrégats visibles à l’œil nu (Figure VI-2A). Ceux-ci grossissent et 
forment ensuite de larges filaments après une dizaine d’heures de culture (Figure VI-2B). 
  A           B  
Figure VI-2 : Agrégats planctoniques de Staphylococcus epidermidis après  3 h (A) et 10 h (B) de  
culture 
Cette observation semble mettre en évidence la formation d’agrégats de bactéries, 
ressemblant à un biofilm non adhéré à un support. 
 
 
Afin de mieux caractériser l’organisation de cet état d’agrégation planctonique, les 
bactéries ont été visualisées en microscopie à force atomique (AFM). Il s’agit de mesurer les 
forces d’attraction et répulsion entre une pointe du microscope et les atomes à la surface d’un 
échantillon. Cela permet de topographier la surface d’un échantillon, ici des bactéries dans 
leur milieu de culture, et également de mesurer des propriétés nanomécaniques telles que la 
viscoélasticité ou la rugosité. Ces expérimentations ont été réalisées par le Dr. Flavien Pillet 
de l’équipe de Marie-Pierre Rols de l’IPBS, sur un Nanowizard III (JPK Instruments) équipé 
de cantilevers MLCT (Bruker).  
Une suspension de bactéries de la souche ATCC 35984 a été comparée à une 
suspension de la souche ATCC 12228 qui ne forme pas de biofilms ni d’agrégats. Afin de les 
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observer en milieu liquide (dans le LB), un timbre en PDMS (polydiméthylsiloxane) a été 
utilisé pour immobiliser les bactéries. Elles sont retenues par leur taille dans de petites cavités 
(qui correspondent aux carrés noirs sur les images AFM). 
 
D’après la littérature, la souche ATCC 12228, ne forme pas de biofilm et ne présente 
pas de résistance aux antibiotiques. En AFM, comme le montre la Figure VI-3,  il est possible 
de voir qu’une seule bactérie peut être isolée et piégée dans une cavité (cube sombre sur 
l’image). 
 
Figure VI-3 : Observation en AFM liquide d’une bactérie de souche ATCC 12228 en 2D (à 
gauche) et en 3D (à droite) 
 
 
 Les bactéries de la souche ATCC 35984, capable de former des biofilms, ont été 
cultivées dans le LB puis sont déposées sur le timbre PDMS. Les images AFM de la Figure 
VI-4 montrent clairement que cette souche forme des agrégats. Les bactéries n’ont pas pu être 
piégées une à une dans les cavités et sont agglutinées en forme de grappe. Certaines d’entre 
elles poussent au-dessus de la première couche. Les bactéries s’organisent donc en agrégats 
structurés de plusieurs couches. 
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Figure VI-4 : Observation en AFM liquide d’agrégats de la souche ATCC 35984. Les images de 
droite sont extraites de la zone représentée par un carré blanc sur l’image de gauche. Sous 
chaque image AFM en 2D, une image en 3D de la même zone est présentée. 
 
 
 Les observations faites en microscopie à force atomique permettent de suggérer que la 
présence d’agrégats joue un rôle dans la résistance aux antibiotiques. En effet, la souche 
ATCC 35984 qui présente une résistance à la méthicilline a montré qu’elle forme 
naturellement des  agrégats, contrairement à la souche ATCC 12228. 
 
 De plus, à l’échelle nanométrique, la rugosité moyenne a été mesurée pour les deux 
souches bactériennes. Cela correspond à la différence de relief sur la surface de l’échantillon. 
La souche ATCC 12228 présente une rugosité de 2,8 ± 1,7 nm alors que la souche formant 
des agrégats a une rugosité de 5,6 ± 5,9 nm. Ces valeurs, qui sont issues de la mesure de la 
rugosité sur 30 bactéries de chaque souche, semblent indiquer la présence de matrice 
extracellulaire dans le cas de la souche résistante aux antibiotiques. En effet, cette variation de 
rugosité peut être due à un changement dans l’organisation de la paroi bactérienne pour ces 
bactéries formant des biofilms.  
La rigidité des bactéries a également été mesurée. Il s’agit de mesurer les propriétés 
mécaniques des bactéries en réponse à une force de 5 nN appliquée par la pointe AFM. Pour 
les bactéries non résistantes, la rigidité est de 152 ± 29 mN/m alors qu’elle n’est que de 98 ± 
52 mN/m pour la souche formant un biofilm. Ces différences au niveau des propriétés 
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mécaniques de l’échantillon bactérien peuvent également refléter la formation de matrice 
extracellulaire dans le cas de la souche ATCC 35984. 
 
Il est décrit que Staphylococccus aureus peut en fait exister sous trois formes 
différentes. On peut les trouver sous forme planctonique et en biofilm mais elles peuvent aussi 
former des agrégats planctoniques.226 Staphylococcus epidermidis semble donc avoir des 
propriétés similaires. L’agrégation des bactéries en suspension observée en AFM suggère que 
la matrice extracellulaire du biofilm commence déjà à être biosynthétisée avec production de 
PIA (Polysaccharide Intercellular Adhesin) avant la phase d’attachement primaire au support. 
Pour S. aureus, il a par ailleurs été observé qu’au début de la croissance, peu d’agrégats sont 
présents mais qu’en phase exponentielle, 50 % des bactéries sont sous forme d’agrégats 
planctoniques. Ceci est cohérent avec les observations faites sur les cultures de S. epidermidis 
(Figure VI-2).  
Finalement, d’après ces observations, ce ne sont pas sur des bactéries planctoniques de 
S. epidermidis que les complexes de ruthénium à ligand nitrosyle seront testés mais sur la 
forme d’agrégats planctoniques. Ceux-ci partagent de nombreuses propriétés avec les biofilms 
dont la plus importante est la fabrication d’une matrice extracellulaire. La différence 
principale est que ces bactéries ont une activité métabolique environ sept fois supérieure à 
celles des bactéries en biofilms et qu’elles conservent leur mobilité, ce qui les rend encore 
plus résistantes.226 
 
D’autres souches bactériennes comme Staphylococcus aureus ou Pseudomonas 
aeruginosa sont capables de former des biofilms et présentent également une résistance à la 
méthicilline. Il existe donc une relation entre la capacité des bactéries à former des agrégats et 
des biofilms et leur résistance aux antibiotiques. 
 
Après avoir choisi et caractérisé les modèles bactériens de l’étude, l’effet bactéricide 
des complexes de ruthénium à ligand nitrosyle a été étudié. 
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VI. 3. Effet bactéricide de NO• libéré par irradiation du complexe trans 
(NO,OH) [RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
 
Pour étudier l’effet de NO• libéré par irradiation du complexe trans (NO,OH)- 
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 sur les bactéries de la souche ATCC 35984, la première étape 
consiste en la caractérisation de la croissance des bactéries sans traitement. La seconde étape a 
pour objectif d’étudier l’effet de ce système avec irradiation sur la croissance des bactéries. 
Dans un dernier temps, l’étude est étendue à la combinaison de ce traitement avec un 
antibiotique. 
 
 
VI. 3. 1- Étude de la cinétique de croissance de Stapylococcus epidermidis ATCC 
35984 
 
VI. 3. 1- a) Généralités sur le suivi de croissance bactérienne 
 
La croissance des bactéries peut être suivie par mesure de la turbidité du milieu. En 
effet, le nombre de bactéries en suspension est directement lié à la turbidité du milieu. Plus il 
y a de bactéries en solution, plus le milieu est trouble. Pour cela, à l’aide d’un 
spectrophotomètre, l’absorption (ou Densité Optique, DO) de la solution est mesurée à 600 
nm. Cette longueur d’onde est choisie afin de mesurer la diffusion de la lumière par les 
bactéries, sans qu’elle ne soit absorbée par le contenu intracellulaire.  
 
La courbe de croissance bactérienne théorique est représentée sur la Figure VI-5. 
La croissance des bactéries peut être divisée en quatre phases. La première est la phase 
de latence durant laquelle les bactéries s’adaptent à leur milieu de culture. Ensuite, vient la 
phase exponentielle de croissance durant laquelle elles se nourrissent des nutriments du milieu 
et se multiplient avec une vitesse maximale. La troisième phase est appelée stationnaire car le 
milieu commence à s’épuiser, les bactéries se multiplient moins rapidement et le nombre de 
bactéries mortes compense le nombre de vivantes. Enfin, la dernière partie de la courbe est la 
phase de déclin : les nutriments du milieu ont été consommés et les bactéries restantes 
meurent. Ces différentes phases de croissance ont des temps différents selon la nature des 
micro-organismes. 
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Figure VI-5 : Courbe de croissance théorique de micro-organismes, constituée de quatre 
phases : 1) Phase de latence, 2) Phase exponentielle, 3) Phase stationnaire, 4) Phase de déclin 
 
 
VI. 3. 1- b) Suivi de croissance de S. epidermidis ATCC 35984 
 
La croissance des bactéries est déterminée par mesure de la DO à 600 nm, toutes les 
30 minutes, à partir d’aliquots provenant de cultures sous agitation. Dans l’équipe de l’IPBS, 
les bactéries sont habituellement cultivées dans des erlenmeyers contenant 10 mL de milieu 
de culture. 
L’objectif est l’étude de l’effet du complexe trans (NO,OH)- 
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 irradié. Dans un souci d’économie du produit, les bactéries seront 
cultivées dans des tubes de culture contenant 3 mL de LB. 
Dans un premier temps, la croissance des bactéries dans ces deux conditions de culture 
doit être comparée afin de vérifier que ce changement n’a pas d’effet sur leur viabilité. 
Le paramètre permettant de comparer les vitesses de croissance des bactéries est le 
temps de génération G de la souche. Il correspond au temps nécessaire à la population 
bactérienne pour doubler. Ce dernier peut être obtenu d’après le taux de croissance népérien 
µmax (en min
-1), pente de la courbe ln (DO) en fonction du temps sur le début de la phase 
exponentielle, d’après l’équation : G= ln(2) / µmax.227 
N
o
m
b
re
d
e 
b
a
ct
ér
ie
s
Temps
1 
Chapitre VI : Effet bactéricide de la photolibération de NO 
 
250 
 
 
Figure VI-6 : A) Courbes de croissance de S.epidermidis ATCC 35984 dans 3 et 10 mL de LB et 
B) calcul du temps de génération dans deux conditions de culture grâce au tracé de ln(DO)=f(t). 
Les courbes de croissance présentées sont les moyennes calculées sur 3 expérimentations 
indépendantes. Les barres d’erreur correspondent à l’écart-type à la moyenne pour les 
différents points. 
Lorsqu’elle est cultivée dans 10 mL de LB, la souche a un temps de génération de 41 
minutes, ce qui est cohérent avec les valeurs de la littérature (38 minutes 224,228). Ce temps de 
génération passe à 31 minutes dans les nouvelles conditions de culture (3 mL de LB). 
La croissance des bactéries n’est donc pas très affectée par la culture dans 3 mL de 
LB, les bactéries se multiplient même plus rapidement. Les courbes de croissance présentées 
par la suite sont issues d’un suivi de DO d’une culture dans ce plus petit volume. 
 
La DO peut être directement reliée au nombre de bactéries. En effet, un aliquot de la 
suspension à une DO donnée peut être mis en culture sur boîte et les colonies dénombrées le 
lendemain donnent le nombre d’unités formant colonie correspondant à la DO de 
prélèvement. Dans les conditions de culture précédemment utilisées, en phase exponentielle 
de croissance à DO 0,3, le nombre de bactéries est de 1,46.108 UFC/mL.  
De plus, pour cette souche, la courbe de croissance s’éloigne un peu de la courbe de 
croissance théorique avec ses quatre phases distinctes. Ceci est dû à la présence d’agrégats en 
suspension.  
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VI. 3. 2- Suivi de croissance des bactéries traitées par trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 sans et avec irradiation 
 
La structure du complexe dont l’effet antibactérien est testé est rappelée Figure VI-7. 
 
 
Figure VI-7 : Structure du complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ 
 
Le complexe n’étant pas soluble dans l’eau, un faible pourcentage de DMSO (de 0,5 
% dans la solution finale) est utilisé pour préparer les solutions. Cette concentration de DMSO 
n’a pas d’influence sur la viabilité des bactéries, comme le montre la Figure VI-8. 
 
Figure VI-8 : Courbes de croissance de S. epidermidis ATCC 35984 en présence de 0,5% DMSO 
dans le LB. Les courbes présentées sont les moyennes avec écart-type de deux expérimentations 
indépendantes. 
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Les courbes de croissance avec et sans 0,5% de DMSO au final dans le LB sont 
superposables. Ce pourcentage de solvant organique peut donc être utilisé pour assurer la 
solubilisation des complexes. 
 
 
Le complexe étudié, trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6, libère l’agent 
bactéricide sous irradiation. L’influence de l’irradiation seule sur la croissance des bactéries 
est elle aussi vérifiée afin de pouvoir relier tout effet toxique à la libération de NO• (cf Figure 
VI-9). 
 
Figure VI-9 : Influence de l’irradiation sur la croissance de S. epidermidis ATCC 35984  
 
Trois courbes de croissance sont représentées sur la Figure VI-9 : la courbe rouge est 
celle des bactéries non irradiées dans le LB, et les deux autres sont celles correspondant aux 
irradiations de  5 ou 10 minutes des bactéries à DO 0,3 (marquée par la flèche). L’irradiation 
est réalisée à l’aide d’une lampe à vapeur de mercure. 
Les trois courbes sont superposables donc on peut conclure que les temps d’irradiation 
utilisés n’ont pas d’effet sur la croissance de la souche ATCC 35984.  
De plus, la température est suivie lors de ces irradiations et il n’y a pas d’échauffement 
des solutions (l’augmentation de la température est inférieure à 0,2°C). 
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Afin de définir la gamme de concentrations en trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 à utiliser, la croissance des bactéries est suivie après leur traitement 
et irradiation à DO 0,3 (en phase exponentielle de croissance).229 Les concentrations 
intéressantes sont celles qui n’entraînent pas de baisse significative de la DO sans irradiation 
mais pour lesquelles une chute de la DO est observée après irradiation. Dans cette étude, les 
courbes de croissance présentées sur la Figure VI-10 sont obtenues en moyennant les DO 
relevées pour 3 expérimentations distinctes. Les barres d’erreur montrent l’écart-type de la 
mesure. 
 
Figure VI-10 : Courbe de croissance de S. epidermidis ATCC 35984 après traitement par 0,1, 1, 2 
et 5 µM de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 et 10 minutes d’irradiation (à DO 0,3) 
 
La Figure VI-10 montre que les concentrations de 2 et 5 μM (complexes irradiés ou 
non) entrainent une chute de la DO en 300 min. Cela signifie que pour des concentrations au-
delà de 2 µM, le complexe est toxique pour la souche bactérienne. 
Les concentrations de 0,1 et 1 μM permettent aux bactéries de poursuivre leur 
croissance, malgré un léger fléchissement de la courbe par rapport au témoin. Cette méthode 
de suivi de croissance par mesure de DO ne permet pas de mettre en évidence de différence 
entre le traitement par le complexe et le traitement par le complexe suivi de l’irradiation. Cela 
peut être dû au fait que, lors de la fin de la phase exponentielle et de la phase stationnaire, la 
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DO mesurée reflète la diffusion des bactéries en suspension, qu’elles soient vivantes ou 
mortes.  
 
Afin de quantifier avec précision l’effet du complexe trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 sans et avec irradiation, la clonogénie est utilisée. Il s’agit de 
réaliser un dénombrement bactérien 24 heures après le traitement. Seules les bactéries 
vivantes et capables de se multiplier forment des colonies. Les concentrations qui seront 
étudiées en clonogénie se situent donc entre 0,1 et 1 µM.  
 
 
VI. 3. 3- Quantification de l’effet bactéricide de trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 sans et avec irradiation par comptage bactérien 
 
VI. 3. 3- a) Détermination du temps d’irradiation de S. epidermidis ATCC 
35984 
 
Afin de connaître précisément le pourcentage de mortalité induit par ces traitements, 
un test clonogénique est réalisé. Il permet de comptabiliser les bactéries vivantes et capables 
de se multiplier et former une colonie (visible à l’œil nu). 
Dans un premier temps, l’influence du temps d’irradiation sur la viabilité des bactéries 
est étudiée.  
 
Figure VI-11 : Influence du temps d’irradiation sur la viabilité de S. epidermidis ATCC 35984. 
Les valeurs sont issus de trois expérimentations indépendantes, chacune d’entre elles réalisée en 
triplicat. Les barres d’erreur représentent l’erreur-type comparée au témoin. 
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Les irradiations de 5 et 10 minutes n’ont pas d’effet toxique, l’irradiation n’est pas 
suffisante pour permettre la formation d’espèces réactives de l’oxygène (ROS) car la dose est 
d’environ 20 J.cm-2 avec une irradiation par lampe à vapeur de mercure.230 
Les temps d’irradiation de 20 et 30 minutes ont un effet toxique sur les bactéries. Leur 
viabilité est réduite à 42 % et 30 % respectivement. Il est connu dans la littérature que la 
lumière bleue a un effet toxique sur différents types de bactéries, comme en particulier 
Escherichia coli (Gram -) et Staphylococcus aureus (Gram +). Enwemeka et al. ont montré un 
effet dose-dépendent de l’irradiation par une lumière bleue de longueur d’onde 470 nm sur S. 
aureus, provoquant 90 % de mortalité avec une dose de 55 J.cm-2. Cette toxicité peut provenir 
de la production de ROS due à la présence naturelle d’oxygène et de photosensibilisateurs 
dans le milieu ou dans les bactéries.230 
Le temps d’irradiation choisi pour la suite des études est donc de 10 minutes. Dans ces 
conditions, l’irradiation ne provoque pas d’élévation de la température (l’augmentation est 
inférieure à 0,2°C) ni de perte de viabilité cellulaire.  
 
 
VI. 3. 3- b) Influence du complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
sur la viabilité de Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 
 
 Les bactéries sont traitées par le complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
dans les concentrations suivantes : 0,05, 0,1, 0,2, 0,5, et 1 µM. Comme dans les 
expérimentations précédentes, le traitement des bactéries et leur irradiation sont réalisés 
lorsqu’elles sont à DO 0,3 (début de la phase exponentielle). 
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Figure VI-12 : Effet du traitement par le complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6, 
sans ou avec irradiation, sur la souche ATCC 35984. Les valeurs sont issues de la moyenne de 
quatre expériences indépendantes, chacune d’entre elles réalisée en triplicat. Les barres 
d’erreur représentent l’erreur-type de chaque colonne, comparée à la colonne témoin. 
 
Les expériences de clonogénie ainsi menées indiquent que le complexe trans 
(NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 n’a pas d’effet toxique sur les bactéries de la souche 
ATCC 35984 pour des concentrations allant de 0,05 à 0,5 µM. A partir de 1 µM, le complexe 
commence à avoir un effet sur la viabilité des bactéries qui chute à 60 %. Ceci est peut-être dû 
à l’apparition d’un effet bactéricide du complexe à partir de 1 µM. En effet, des complexes de 
ruthénium à ligands polypyridines ont déjà montré des propriétés antimicrobiennes.231,232,75 
L’irradiation de 10 minutes (seule) n’a pas d’effet sur la viabilité des bactéries, comme 
montré par le témoin. Comme précédemment, l’irradiation ne provoque pas d’élévation de la 
température, l’effet observé sera donc dû à l’irradiation du complexe et non à l’échauffement 
de la solution. 
Les bactéries ont ensuite été exposées à des concentrations de trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 et ont été irradiées 10 minutes avec une lampe à vapeur de mercure. 
Il apparaît que le complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 irradié a un effet 
toxique sur les bactéries. En particulier, la concentration de 0,1 µM de trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 entraîne l’effet le plus important, avec seulement 55 % de viabilité.  
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Grâce au complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 photoactivable, 
quasiment la moitié de la population bactérienne de la souche résistante et formant des 
biofilms est éradiquée. 
 
 
VI. 3. 3- c) Influence du complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
sur la viabilité de Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 
 
En comparaison avec l’étude sur la souche ATCC 35984, il est intéressant de regarder 
le comportement de la souche ATCC 12228, qui est une souche de Staphylococcus 
epidermidis non résistante aux antibiotiques et ne formant pas de biofilm, après son traitement 
par NO• libéré par le complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6. 
 
Figure VI-13 : Effet du traitement par le complexe [RuNO], sans ou avec irradiation, sur la 
souche ATCC 12228. Les pourcentages de viabilités présentés sont les moyennes de quatre 
expérimentations indépendantes, chacune réalisée en triplicat. Les barres d’erreur représentent 
l’erreur-type par rapport au témoin. 
 
Comme dans l’étude menée sur la souche résistante, l’utilisation du complexe trans 
(NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 sans irradiation n’est pas toxique pour des concentrations 
inférieures à 1 µM. Au-delà, il semble y avoir un effet dû au complexe lui-même. La viabilité 
des bactéries n’est pas non plus influencée par l’irradiation de 10 minutes. Les bactéries de la 
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souche non résistante sont ensuite traitées par trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 et 
irradiées. 
La souche ATCC 12228 présente également une sensibilité au traitement par NO•. En 
présence de 0,1 µM de complexe, la viabilité n’est plus que de 66 %. Cependant, le 
mécanisme de NO• doit être différent puisque dans ce cas, son rôle n’est pas de disperser le 
biofilm. Il a été montré que ce radical peut inhiber la réplication de l’ADN ou encore inhiber 
la respiration de la bactérie. En présence d’oxygène, il peut être transformé en NO2•, N2O3 ou 
ONOO-, espèces sont capables d’oxyder certaines bases de l’ADN ainsi que des protéines.163 
 
D’après cette étude, la photoactivation du complexe trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 entraîne un certain effet sur la viabilité des bactéries, mais le 
pourcentage de mortalité engendré ne permet pas d’éradiquer ni la souche ATCC 12228, ni 
les agrégats de la souche ATCC 35984. En effet, pour éradiquer complètement des souches 
résistantes à la méthicilline, Ghaffari et al. ont utilisé une concentration d’environ 8 µM (par 
bullage de gaz NO•). Dans un autre travail, des cathéters libérant entre 2 et 60 µM de NO• ont 
été conçus pour lutter contre les infections par Escherichia coli.165,233 Les concentrations en 
NO• utilisées dans ces cas sont bien supérieures à celle libérée par le système trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6, puisque la toxicité du complexe apparaît dès 1 µM. 
 
Afin d’augmenter l’effet bactéricide de ce composé, ce traitement peut être combiné à 
l’utilisation d’un antibiotique.150 Dans le cas étudié dans ce chapitre, l’utilisation de la 
méthicilline s’impose puisque la souche ATCC 35984 y est résistante. L’objectif est de rendre 
à cette dernière sa susceptibilité aux antibiotiques de la famille des pénicillines. 
 
 
VI. 3. 4- Suivi de croissance des bactéries traitées à la méthicilline. Détermination 
de la CMI 
 
Dans un premier temps, les deux souches ont été traitées avec la méthicilline pour 
observer leur croissance et déterminer leur susceptibilité. Pour quantifier l’efficacité de 
l’antibiotique sur les bactéries, le paramètre à mesurer est la Concentration Minimale 
Inhibitrice (CMI). Il s’agit de la plus faible concentration de méthicilline inhibant visiblement 
la croissance de la souche. Dans cette étude, la CMI correspond à la plus faible concentration 
inhibant totalement la croissance des bactéries et celle-ci est déterminée par suivi de DO. 
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Il est connu que pour le genre Staphylococci, les CMI des différentes souches non 
résistantes sont comprises entre 0,12 et 128 µg/mL.234 
 
Pour la souche ATCC 12228, des concentrations en méthicilline allant de 0,5 µg/mL à 
200 µg/mL ont été testées à DO 0,1. Les courbes de croissance correspondantes sont 
représentées sur la Figure VI-14. 
 
 
Figure VI-14 : Courbe de croissance de la souche ATCC 12228 en présence de différentes 
concentrations de méthicilline dans le LB. Les courbes de croissance sont tracées à partir de 
quatre expériences indépendantes, chacune réalisée en triplicat. Pour plus de clarté, les barres 
d’erreur ne sont pas représentées sur les courbes de croissance. 
 
Pour la souche ATCC 12228, on remarque que plus la concentration en méthicilline 
augmente, plus les courbes de croissance présentent un retard à la croissance, exprimé par la 
pente de plus en plus faible en phase exponentielle. Pour les concentrations les plus élevées, 
au-delà de 1 µg/mL, une chute de la DO est observée. La concentration de méthicilline la plus 
faible entraînant une inhibition totale de la croissance est 5 µg/mL. 
 
 
Pour la souche ATCC 35984, des concentrations plus élevées ont dû être utilisées. En 
effet, dans la gamme précédemment choisie d’après la littérature, aucune chute de DO n’était 
observée.234 
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Figure VI-15 : Courbes de croissance de la souche ATCC 35984 en présence de différentes 
concentrations de méthicilline dans le LB. Les courbes de croissance sont tracées à partir de 
quatre expériences indépendantes, chacune réalisée en triplicat. Pour plus de clarté, les barres 
d’erreur ne sont pas représentées sur les courbes de croissance. 
 
Dans le cas de la souche ATCC 35984, en faisant la même étude, la CMI est de 500 
µg/mL dans le LB. On remarque que la concentration en antibiotique pour inhiber la 
croissance de cette souche est 100 fois supérieure à celle nécessaire pour la souche 12228 non 
résistante.  
 
Cette étude des CMI de méthicilline pour les deux souches permet de montrer que la 
souche ATCC 35984 est effectivement bien plus tolérante à la méthicilline que la souche 
ATCC 12228 dans le milieu de culture LB. Ce milieu est utilisé pour favoriser la formation 
d’agrégats et de biofilms sur la souche résistante, mais c’est le milieu Müller-Hinton Broth 
(MHB), supplémenté de 2% NaCl (wt/vol), qui est préconisé dans les standards de mesure de 
CMI.235,236 La même étude est également menée dans ce second milieu et des valeurs de CMI 
similaires sont obtenues. Les CMI mesurées dans chaque cas sont reportées dans le Tableau 
VI-1. 
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Tableau VI-1 : Concentrations Minimales Inhibitrices (CMI) en méthicilline pour les deux 
souches de Staphylococcus epidermidis. 
 
ATCC 
12228 
ATCC 
35984 
LB 5 µg/mL 500 µg/mL 
MHB, 
2% NaCl (wt/vol) 
5 µg/mL 1 mg/mL 
 
 
 
VI. 3. 5- Suivi de croissance des bactéries traitées avec trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 irradiés combinés à la méthicilline. Détermination de la CMI 
 
La CMI de la méthicilline pour les deux souches de S. epidermidis ayant été 
déterminée, l’effet du traitement par le trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 irradié 
combiné à l’action de l’antibiotique est étudié. L’objectif de cette expérimentation est de 
déterminer si l’utilisation de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 irradié peut rendre à la 
souche 35984 sa susceptibilité à la méthicilline. 
 
 
VI. 3. 5- a) Effet combiné de l’irradiation de trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 avec la méthicilline sur S. epidermidis ATCC 12228 
 
Les bactéries de la souche non résistante ATCC 12228 sont traitées par le trans 
(NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6, irradiées 10 minutes par la lampe à vapeur de mercure, 
puis la méthicilline est ajoutée, dans des concentrations de 20 ng/mL à 2 µg/mL. La DO est 
suivie au cours du temps pour étudier l’effet du traitement sur la croissance bactérienne. Les 
courbes de croissance de cette souche sont présentées sur la Figure VI-16. 
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Figure VI-16 : Courbes de croissance de la souche ATCC 12228 dans le LB après traitement par 
0,1 µM de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 et irradiation en combinaison avec 
différentes concentrations de méthicilline 
 
D’après la Figure VI-16, plus la concentration de méthicilline augmente, plus les 
courbes de croissance sont affectées. 
L’action combinée du trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 avec la méthicilline 
permet d’empêcher la croissance des bactéries pour une concentration en méthicilline de 2 
µg/mL. 
La CMI de la méthicilline seule étant de 5 µg/mL (d’après la Figure VI-14), ce 
traitement combiné n’entraîne qu’une faible diminution de la CMI. Cette étude est également 
menée dans le MHB et la même diminution est observée. Il n’y a quasiment pas 
d’amélioration par rapport à l’utilisation de la méthicilline seule. Cette souche qui est 
susceptible aux pénicillines et qui ne forme pas d’agrégats ne voit donc pas sa croissance 
changer sous ce traitement combiné par rapport à un traitement antibiotique seul. 
 
Cette étude est ensuite menée sur la souche ATCC 35984, présentant une résistance à 
la méthicilline. 
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VI. 3. 5- b) Effet combiné de l’irradiation de trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 avec la méthicilline sur S. epidermidis ATCC 35984 
 
Les bactéries de la souche ATCC 35984 sont traitées par le trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6, irradiées 10 minutes par la lampe à vapeur de mercure, puis la 
méthicilline est ajoutée, dans des concentrations de 0,2 µg/mL à 20 µg/mL. La DO est ensuite 
suivie pour étudier l’effet du traitement sur la croissance bactérienne. Les courbes de 
croissance sont présentées sur la Figure VI-17. 
 
 
 
Figure VI-17 : Courbes de croissance de la souche ATCC 35984 dans le LB après traitement par 
0,1 µM de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6, irradiation de la suspension et utilisation de 
différentes concentrations de méthicilline 
 
L’irradiation des bactéries en présence ou non de 100 µg/mL de méthicilline 
(concentration élevée inférieure à la CMI) ainsi que le traitement par 0,1 µmol/L de trans 
(NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 sans irradiation n’ont pas d’effet sur la courbe de 
croissance. De plus, le traitement par le trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 non irradié 
combiné avec une concentration élevée en méthicilline de 100 µg/mL (inférieure à la CMI) 
n’a pas d’effet sur la croissance des bactéries. Ainsi, en absence d’irradiation, la combinaison 
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du trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 et de la méthicilline n’a pas d’effet toxique sur la 
souche bactérienne étudiée. 
 
En revanche, sous irradiation, les courbes de croissance permettent de mettre en 
évidence l’effet du traitement combiné. 
Les concentrations en méthicilline utilisées dans cette étude (Figure VI-17) sont bien 
plus faibles que précédemment lors de la recherche de la CMI de l’antibiotique seul (Figure 
VI-15). Plus la concentration en méthicilline augmente, plus la DO à 900 minutes diminue. La 
souche ATCC 35984, résistante à la méthicilline et présentant une CMI de 500 µg/mL, voit 
celle-ci passer à 5 µg/mL lorsque les bactéries ont précédemment subi un traitement par le 
complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 suivi d’une irradiation.  
Il y a donc une diminution de 2 log de la concentration en méthicilline nécessaire pour 
inhiber la croissance des bactéries de la souche ATCC 35984. 
 
Il est donc à présent possible d’éradiquer cette souche formant des biofilms avec une 
concentration 100 fois plus faible d’antibiotique. L’utilisation d’une très faible concentration 
de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6, soit 0,1 µM ou 74 µg/L, permet ainsi de lutter 
contre la résistance à la méthicilline de Staphylococcus epidermidis. Ces systèmes semblent 
donc permettre de rendre aux bactéries de cette souche leur susceptibilité à la méthicilline.  
 
 
Comme précédemment, l’étude est également menée dans le MHB (2% NaCl wt/vol). 
Les courbes de croissance (moyenne de trois expérimentations indépendantes, réalisées en 
triplicat) sont représentées ci-dessous sur la Figure VI-18.  
Chapitre VI : Effet bactéricide de la photolibération de NO 
 
265 
 
 
Figure VI-18 : Courbes de croissance de la souche ATCC 35984 dans le MHB (2% NaCl wt/vol) 
après traitement par 0,1 µM de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6, irradiation de la 
suspension et combinaison avec différentes concentrations de méthicilline  
 
Dans le milieu de référence, la CMI de la méthicilline diminue de 1 mg/mL à 10 
µg/mL avec un traitement préalable avec 0,1 µM de [RuNO] irradié. 
 
Finalement, dans les deux milieux de culture testés, l’action combinée de la 
méthicilline avec le trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 irradié fait chuter la CMI de 2 
log, comme le résume le Tableau VI-2.  
 
Tableau VI-2 : Concentrations Minimales Inhibitrices en méthicilline pour les deux souches de 
S. epidermidis 
 
ATCC 12228 ATCC 35984 
LB MHB LB MHB 
méthicilline 5 µg/mL 5 µg/mL 
500 
µg/mL 
1 mg/mL 
[RuNO] + 
méthicilline 
2 µg/mL 2 µg/mL 5 µg/mL 10 µg/mL 
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La croissance des bactéries peut donc être inhibée avec une concentration de 
méthicilline 100 fois plus faible lorsqu’elles sont traitées avec 0,1 µM soit 74 µg/L de trans 
(NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 irradié. Avec cette concentration de précurseur de NO
•, la 
résistance de la souche bactérienne est levée. En effet, la quantité de méthicilline nécessaire à 
l’éradication de la souche résistante est maintenant quasiment égale à celle éradiquant la 
souche sensible ATCC 12228. 
 
Pour résumer, la Figure VI-19 présente les courbes de croissance obtenues pour la 
souche ATCC 35984 après traitement par 5 µg/mL de méthicilline seule (courbe jaune), par 
0,1 µM de [RuNO] et 100 µg/mL de méthicilline (courbe verte) et par trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 suivi d’une irradiation et de 5 µg/mL de méthicilline (courbe 
rouge). 
Ces courbes permettent de conclure que la croissance est inhibée après le traitement 
combiné du complexe irradié et de l’antibiotique. Sans irradiation, il n’y a pas d’effet. 
 
Figure VI-19 : Courbes de croissance de la souche ATCC 35984 dans le LB sans et avec le 
traitement combiné ([RuNO]= trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6) 
 
 
 En déposant des aliquots des bactéries ayant subi les différents traitements sur des 
boites de Pétri gélosées, on peut comparer le nombre de colonies qui ont pu se former. Sur la 
Figure VI-20, à gauche, se trouvent les colonies formées après un traitement avec 5 µg/mL 
de méthicilline seule et dilution de la suspension 5.106 fois. A droite, ce sont les colonies se 
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développant après le traitement par 0,1 µM de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6, 
l’irradiation et 5 µg/mL de méthicilline, puis dilution de la suspension 106 fois.  Le nombre de 
colonies formées après le traitement combiné est de 5 alors qu’à gauche, pour la même 
dilution, le nombre de colonies est d’environ 500.  
 
Figure VI-20 : Nombre de colonies de la souche ATCC 35984 après le traitement par la 
méthicilline (à gauche) et après le traitement combiné (trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
/ méthicilline) (à droite) 
 
La méthode de clonogénie permet elle aussi de montrer que l’utilisation du traitement 
combinant le ruthénium irradié et la méthicilline augmente d’un facteur 100 l’effet bactéricide 
par rapport à l’action de la méthicilline seule. Ceci est cohérent avec les études menées par 
suivi de DO. 
 
Ainsi, la CMI de la méthicilline est diminuée d’un facteur 100 lorsqu’elle est utilisée 
en combinaison avec le NO• libéré par le complexe photoactivable sur la souche ATCC 35984 
résistante. En revanche, cela n’est pas le cas pour la souche ATCC 12228, pour laquelle la 
CMI n’est pratiquement pas diminuée. Ceci tend à conclure sur l’intérêt et l’efficacité du NO• 
libéré par le complexe de ruthénium à ligand nitrosyle pour disperser les agrégats 
planctoniques formés par ATCC 35984. La méthicilline intervient ensuite pour éradiquer les 
bactéries planctoniques libérées, qui ont retrouvé leur susceptibilité à l’antibiotique.150,162 
 
 
VI. 3. 6- Etude de l’effet du photoproduit 
 
Afin de prouver que l’effet observé est bien dû au NO• photolibéré par le trans 
(NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6, la non-toxicité des autres constituants de la solution 
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après irradiation doit être vérifiée. Celle-ci contient le photoproduit mais aussi des produits 
d’oxydation du NO• en milieu aqueux comme par exemple des nitrites NO2- et nitrates NO3-. 
D’autres espèces très réactives peuvent être formées comme des péroxynitrites ONOO- (issues 
de la réaction de NO• avec O2
•-), mais celles-ci finissent également par former des  nitrites ou 
nitrates.163 
 
L’effet du photoproduit à 0,1 µM est déterminé sur la souche ATCC 35984 et les 
pourcentages de viabilité sont reportés sur la Figure VI-21. 
 
  
Figure VI-21 : Effet du photoproduit sans et avec méthicilline sur la viabilité de la souche ATCC 
35984. Les pourcentages de viabilité sont calculés à partir de deux expériences indépendantes, 
chacune réalisée en triplicat. 
 
La différence entre le pourcentage de viabilité observé pour les bactéries non traitées 
et pour celles traitées par le photoproduit est non significative. Le photoproduit du complexe 
trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 étudié n’a donc aucun effet toxique. Cela signifie 
que l’effet toxique précédemment observé n’est pas dû au photoproduit. 
Ensuite, la viabilité des bactéries est étudiée en présence de ce photoproduit et de 5 
µg/mL de méthicilline. Cette concentration est choisie car elle correspond à la CMI observée 
lors de l’action combinée de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 irradié et de 
l’antibiotique. Donc si l’effet était dû au photoproduit, le pourcentage de viabilité trouvé 
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devrait être quasiment nul. Or, ce n’est pas le cas, il n’y a aucun effet visible induit par le 
mélange de photoproduit et d’antibiotique. 
On peut donc conclure que le photoproduit du complexe trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 étudié n’est pas toxique pour cette souche bactérienne. 
 
 
Des solutions de NaNO2 et NaNO3 ont été préparées à une concentration de 0,01 µM 
dans le LB, qui est, d’après la mesure des rendements quantiques, la concentration maximale 
que pourraient atteindre ces ions dans la solution après photolyse. 
  
Figure VI-22 : Effet des solutions de nitrites et nitrates à 0,01 µM sans et avec méthicilline sur la 
viabilité de la souche ATCC 35984. Les pourcentages de viabilité sont issus de la moyenne de 
deux expérimentations indépendantes faites en triplicat. 
 
Aucune différence significative n’est constatée entre les viabilités des bactéries non 
traitées et celles mises en culture avec NaNO2 ou NaNO3. L’effet toxique observé dans les 
manipulations de clonogénie n’est donc pas dû à ces produits d’oxydation du NO•. 
 De plus, lorsque 5 µg/mL de méthicilline sont ajoutés au traitement par NaNO2 ou 
NaNO3, aucune toxicité n’est observée. 
 
 
En conclusion, ni le photoproduit, ni les produits d’oxydation du NO• ne sont 
responsables de l’important effet bactéricide observé lors du traitement combiné du 
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trans(NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 irradié et de la méthicilline. Cette étude a donc 
permis de prouver que c’est bien le NO• photolibéré qui conduit à une chute de la CMI de 2 
log. 
 
 
VI. 4. Études préliminaires de l’effet bactéricide de NO• libéré par 
irradiation d’autres complexes de ruthénium à ligand nitrosyle 
 
Dans cette dernière partie, l’effet bactéricide d’un traitement combinant la méthicilline 
avec trois autres complexes de ruthénium à ligand nitrosyle sous irradiation est étudié. Les 
trois complexes sont : trans (NO,OH)-[RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]PF6, trans (NO,OH)-
[RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]PF6 et trans (NO,OH)-[RuFFT(Cl)(OH)(NO)]PF6. Ces complexes 
diffèrent du trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 précédemment testé par la présence de 
chaînes hexyles apolaires sur le ligand fluorène. Les propriétés biologiques de ces nouveaux 
complexes peuvent donc être différentes et cette étude constitue l’objectif de cette partie. 
 
 
VI. 4. 1- Effet bactéricide de NO• libéré par irradiation de trans (NO,OH)-
[RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]PF6 
  
La structure du composé étudié dans cette partie est rappelée sur la Figure VI-23. 
 
 
 Figure VI-23 : Structure du complexe trans (NO,OH)-[RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]+ 
 
Une étude préliminaire est menée pour évaluer l’effet bactéricide de cet autre 
complexe.  
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Le travail est mené sur la souche résistante ATCC 35984. Comme précédemment, la 
CMI de la méthicilline est recherchée après un traitement des bactéries par le complexe trans 
(NO,OH)-[RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]PF6 et 10 minutes d’irradiation pendant la phase 
exponentielle de croissance. 
Pour rappel, la CMI de la méthicilline seule sur cette souche est de 500 µg/mL. Les 
courbes de croissance des bactéries préalablement traitées et exposées à différentes 
concentrations de méthicilline sont tracées sur la figure ci-dessous (Figure VI-24). 
 
Figure VI-24 : Courbes de croissance de la souche ATCC 35984 dans le LB après traitement par 
0,1 µM de trans (NO,OH)-[RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]+ et irradiation en combinaison avec 
différentes concentrations de méthicilline 
 
Avec ce nouveau complexe, il n’y a pas non plus d’influence sur la croissance de la 
souche lorsque ce dernier n’est pas irradié, même en présence d’une concentration élevée 
d’antibiotique (100 µg/mL).  
Plus la concentration en méthicilline est importante, plus les courbes de croissance 
sont affectées. La concentration minimale de méthicilline inhibant totalement la croissance 
des bactéries est ici 2 µg/mL. Ainsi, l’utilisation de 0,1 µmol/L de trans (NO,OH)-
[RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]+ irradié en présence des bactéries permet de réduire la CMI en 
méthicilline de 500 µg/mL à 2  µg/mL, la chute de la CMI étant donc dans ce cas de 2,4 log. 
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VI. 4. 2- Effet bactéricide de NO• libéré par irradiation de trans (NO,OH)-
[RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]PF6 
 
Un troisième complexe est étudié pour ses propriétés bactéricides. Sa structure est 
représentée sur la Figure VI-25. 
 
 
Figure VI-25 : Structure du complexe trans (NO,OH)-[RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]+ 
 
De nouveau, une expérimentation permettant de mesurer la CMI de la méthicilline 
après traitement des bactéries par le complexe trans (NO,OH)-[RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]PF6 
et 10 minutes d’irradiation est menée.  
 
La Figure VI-26 rassemble les courbes de croissance des bactéries préalablement 
mises en présence de trans (NO,OH)-[RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]PF6, irradiées et traitées par 
différentes concentrations de méthicilline. 
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Figure VI-26 : Courbes de croissance de la souche ATCC 35984 dans le LB après traitement par 
0,1 µM de trans (NO,OH)-[RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]+ et irradiation en combinaison avec 
différentes concentrations de méthicilline 
 
Les courbes de croissance en conditions témoin sont suivies comme pour les cas 
précédents, mais ne sont pas présentées. Le complexe sans irradiation, avec ou sans 
méthicilline (100 µg/mL) n’entraîne pas de chute de la DO. Les bactéries, sous irradiation, en 
présence ou non de méthicilline (100 µg/mL) ne voient pas leur courbe de croissance changer 
par rapport au témoin. 
La DO à 900 minutes des bactéries montre également que la concentration croissante 
en méthicilline fait chuter la viabilité des bactéries. Avec ce traitement, la croissance des 
bactéries est inhibée dès l’utilisation de 2 µg/mL de méthicilline.  
Comme pour le trans (NO,OH)-[RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]+, avec le trans (NO,OH)-
[RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]+ irradié en présence des bactéries, la CMI en méthicilline passe de 
500 µg/mL à 2  µg/mL. La chute de la CMI est donc également de 2,4 log. 
 
 
VI. 4. 3- Effet bactéricide de NO• libéré par irradiation de trans (NO,OH)-
[RuFFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 
 
 Enfin, le quatrième complexe de l’étude est représenté sur la Figure VI-27. 
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Figure VI-27 : Structure du complexe trans (NO,OH)-[RuFFT(Cl)(OH)(NO)]+ 
 
Une étude de la CMI de la méthicilline est ensuite faite avec l’utilisation d’un dernier 
complexe de ruthénium à ligand nitrosyle.  
Ce complexe, trans (NO,OH)-[RuFFT(Cl)(OH)(NO)]+, présente un rendement 
quantique plus proche de celui du trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+ que pour les deux 
derniers complexes étudiés, mais toujours inférieur. 
 
Les courbes de croissance obtenues en présence de différentes concentrations de 
méthicilline sont présentées ci-dessous (Figure VI-28). 
 
Figure VI-28 : Courbes de croissance de la souche ATCC 35984 dans le LB après traitement par 
0,1 µM de trans (NO,OH)-[RuFFT(Cl)(OH)(NO)]+ et irradiation en combinaison avec différentes 
concentrations de méthicilline 
 
0
0,2
0,4
0,6
0,8
1
1,2
0 200 400 600 800 1000
D
O
 (
6
0
0
 n
m
)
temps (min)
témoin
0.1 µg/mL
0.2 µg/mL
0.5 µg/mL
1 µg/mL
2 µg/mL
5 µg/mL
10 µg/mL
20 µg/mL
Chapitre VI : Effet bactéricide de la photolibération de NO 
 
275 
 
Comme pour les précédents systèmes étudiés, ce complexe sans irradiation, avec ou 
sans méthicilline (100 µg/mL), n’a pas d’influence sur la croissance des bactéries. Leur 
croissance n’est pas non plus perturbée sous irradiation, avec ou sans méthicilline (100 
µg/mL) par rapport au témoin. 
  
Avec ce quatrième complexe, une concentration de 2 µg/mL de méthicilline suffit 
pour inhiber la croissance de la souche ATCC 35984. La CMI en méthicilline diminue donc 
aussi de 500 µg/mL à 2 µg/mL, ce qui correspond à 2,4 log. 
 
 
VI. 4. 4- Conclusion 
 
On remarque que le traitement des bactéries par ces nouveaux complexes entraîne une 
chute de la CMI légèrement plus importante que celle engendrée par l’utilisation du complexe 
précédent trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+, c’est-à-dire 2,4 log de diminution contre 2 
log pour le précédent. 
Le point commun des trois derniers complexes testés est la présence de chaînes 
hexyles sur le(s) fluorène(s), contrairement au trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]+. Ceci 
semble entraîner une baisse du rendement quantique dans l’eau, peut-être à cause d’une moins 
bonne solubilité (non observée à l’œil nu), mais l’efficacité bactéricide est meilleure. L’ajout 
de ces longues chaînes carbonées fait augmenter la lipophilie des complexes et par 
conséquent, l’interaction avec les membranes lipidiques des bactéries est facilitée .237 
D’après le calcul des rendements quantiques des complexes dans l’eau, le trans 
(NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 devrait être le système entraînant la diminution de CMI la 
plus importante, or ce n’est pas le cas. Donc la différence de 0,4 log de diminution de la CMI 
qui a été observée entre ce complexe et ses homologues est due au caractère plus lipophile 
apporté par les chaînes hexyles. 
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VI. 5. Conclusion 
 
 
Dans une première partie, l’observation et la caractérisation de la souche 
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 ont permis de mettre en évidence l’existence de 
cette souche sous une forme d’agrégats planctoniques, forme intermédiaire dans la formation 
de biofilms. Ces agrégats planctoniques partagent de nombreux points communs avec les 
biofilms, sauf leur activité métabolique plus élevée et leur non-adhérence à un support. Ce 
sont sur ces systèmes, résistants à la méthicilline, que les donneurs de NO• synthétisés ont été 
testés. 
 
Les complexes de ruthénium à ligand nitrosyle sont des systèmes capables de libérer 
NO• dans des solvants organiques mais aussi dans l’eau, sous irradiation à un et deux photons. 
Ainsi, dans une seconde partie, l’effet bactéricide du complexe trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 irradié a été étudié sur une souche résistance à la méthicilline et 
formant des agrégats planctoniques. Il a montré un caractère bactéricide avec environ 50 % de 
mortalité observé pour une faible concentration de 0,1 µmol/L (soit 74 µg/mL).  
Lors de son utilisation combinée avec la méthicilline, la résistance de la souche ATCC 
35984 est levée puisque la CMI de la méthicilline est diminuée de 2 log, et de 2,4 log pour des 
complexes présentant une hydrophobicité plus importante. Une concentration de 5 µg/mL 
suffit pour inhiber la croissance des bactéries de la souche non résistance ATCC 12228, mais 
aussi, avec ce traitement combiné, de la souche ATCC 35984. Ces résultats sont 
particulièrement prometteurs quant à la perspective du développement d’une thérapie 
antimicrobienne. 
Les avantages de la photothérapie antimicrobienne (aPDT) ou Inactivation 
Photodynamique (PDI) sont nombreux. D’abord, l’utilisation de systèmes photoactivables 
donneurs de NO• permet de traiter une zone d’infection ou une plaie bien définies. Par 
exemple, lors d’une opération chirurgicale pour la mise en place d’un dispositif médical, la 
zone pourra être traitée par des complexes comme le trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6, irradié et ceci combiné à l’administration d’un antibiotique (locale 
ou par voie orale). Ainsi la zone sera protégée et cela préviendra le risque de développement 
d’un biofilm et d’une infection.  
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Le donneur de NO• devra être appliqué de façon locale sur la plaie, par instillation, 
injection interstitielle ou par aérosol, avant d’être irradié préférentiellement dans le proche 
infrarouge. Cette technique est non invasive et l’irradiation à deux photons permet d’éviter les 
brûlures des tissus environnants, avec une profondeur de pénétration et une précision 
importantes. Ceci constitue un point fort puisque souvent, les infections nosocomiales 
requièrent l’ablation du dispositif médical ou une intervention chirurgicale pour drainer un 
abcès.238 
 
La première perspective de travail consiste en l’étude des propriétés bactéricides de 
ces systèmes sur des biofilms de staphylocoques (S. epidermidis et S. aureus), qui pousseront 
en adhérant à un support. Le traitement combiné avec des antibiotiques sera très intéressant à 
tester sur ces communautés plus complexes ainsi que sur des bactéries à Gram – telles 
qu’Escherichia coli ou Pseudomonas aeruginosa. 
La seconde perspective est l’irradiation à deux photons des complexes donneurs de 
NO•. D’un point de vue photochimique, la capacité de photolibération de NO• sous irradiation 
à deux photons a été montrée pour les complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6 dans le Chapitre II. L’étude de l’effet sur les bactéries in vitro constitue la 
prochaine étape de cette étude. 
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Conclusion générale 
 
 
Les recherches bibliographiques réalisées dans le premier chapitre de cette thèse de 
doctorat ont permis de mettre en évidence l’intérêt de la libération d’une dose contrôlée de 
NO• de façon localisée pour des applications en chimiothérapie photoactivée et en inactivation 
photodynamique. Les travaux réalisés au cours de cette thèse ont eu pour objectifs de  
développer la synthèse de nouveaux complexes de ruthénium à ligand nitrosyle possédant des 
propriétés d’absorption à deux photons, la mesure de leur efficacité de photolibération de NO• 
ainsi que l’application de ces systèmes en biologie pour le traitement de cellules cancéreuses 
et de bactéries présentant une antibiorésistance. 
 
Dans le deuxième chapitre, trois complexes à ligand 4’-(2-fluorényl)-2,2’:6’,2’’-
terpyridine (FT) ont été synthétisés : cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 et 
[RuFT(bpy)NO](PF6)3. Leur capacité de photolibération de NO
• a été mise en évidence par 
résonance paramagnétique électronique (RPE) dans l’acétonitrile. Le même photoproduit 
trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2(CH3CN)]PF6 a été obtenu après photolyse des complexes cis (Cl,Cl)- 
et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans l’acétonitrile. Les rendements quantiques de NO• dans 
l’acétonitrile des trois complexes ont été mesurés à trois longueurs d’onde d’irradiation (365, 
405 et 420 nm). Le plus efficace est le cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6, suivi du trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6 et le moins efficace est le [RuFTbpyNO](PF6)3. Les complexes cis (Cl,Cl)- 
et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 ont également été excités à 810 nm et la preuve directe de 
la photolibération de NO• sous excitation à deux photons a été apportée par RPE. 
 
Dans le troisième chapitre, les complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFTCl2NO]PF6 ont été étudiés en milieu aqueux. La transformation de ces complexes en 
une espèce commune a pu être mise en évidence grâce à diverses techniques analytiques 
incluant l’obtention d’une structure cristallographique. Les deux isomères se transforment en 
trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6, stable dans l’eau et les milieux biologiques. La 
libération de NO• par l’irradiation de ce complexe dans l’eau a été suivie par RPE et à l’aide 
d’une électrode spécifique. Le rendement quantique de NO• de ce complexe a été mesuré dans 
l’eau à deux longueurs d’onde (0,020 à 420 nm et 0,040 à 365 nm) et les valeurs sont 
Conclusion générale et perspectives 
 
282 
 
supérieures à celles obtenues pour les complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)- dont il est issu 
(respectivement 0,014 et 0,002 à 420 nm). 
 
Dans le quatrième chapitre, de nouveaux complexes possédant les ligands 4’-(2-(9,9-
dihexyl-9H-fluorényl)vinyl)-2,2’:6’,2’’-terpyridine (TCC2F), 4’-(2-(9,9-dihexyl-9H-fluorén-
2-yl)éthinyl)-2,2’:6’,2’’-terpyridine (TCC3F) et 4’-(9,9,9’,9’-tétrahexyl-9H,9’H-[2,2’-
bifluorèn]-7-yl)-2,2’:6’,2’’-terpyridine (FFT) ont été synthétisés dans le but d’augmenter la 
délocalisation électronique sur le ligand. Les rendements quantiques de NO• ainsi que les 
sections efficaces d’absorption à deux photons ont été mesurés dans l’acétonitrile. 
L’augmentation de la délocalisation électronique sur le ligand 2,2’:6’,2’’-terpyridine permet 
une augmentation du transfert de charge dans le complexe et donc une amélioration des 
propriétés d’absorption à deux photons des complexes, tout en conservant leur efficacité de 
photolibération de NO•. En milieu aqueux, l’ensemble de ces complexes subit une substitution 
de ligand et les rendements quantiques de NO• des complexes trans (NO,OH)-
[RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]PF6, trans (NO,OH)-[RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]PF6 et trans 
(NO,OH)-[RuFFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 ont été mesurés dans l’eau. Le complexe le plus efficace 
dans l’eau est le trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 avec un rendement quantique de 
0,040 à 365 nm. 
 
Le cinquième chapitre s’est intéressé à l’étude de l’effet du complexe trans (NO,OH)-
[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 sur les cellules cancéreuses HCT 116 et FaDu. Deux tests de 
viabilité ont permis de vérifier que le complexe ne présente aucune cytotoxicité sur les deux 
lignées dans l’obscurité. Malgré l’effet toxique intrinsèque de l’irradiation, un léger effet 
supplémentaire a été mis en évidence en présence de 5 µM de complexe : une chute d’environ 
25 % par rapport au témoin irradié est observée pour les deux lignées. Ces résultats sont 
encourageants et suggèrent que la combinaison de l’irradiation et de ces complexes constitue 
une voie de recherche intéressante pour le traitement des cancers. 
 
Dans le sixième chapitre de ce mémoire de thèse, deux souches de Staphylococcus 
epidermidis ont été choisies pour leurs caractéristiques propres : la souche ATCC 35984 est 
résistante à la méthicilline et est capable de former des agrégats et des biofilms au contraire de 
la souche ATCC 12228, qui est susceptible aux antibiotiques et ne forme pas d’agrégats. Les 
bactéries des deux souches ont été caractérisées par AFM à l’état planctonique et la présence 
d’une matrice extracellulaire est visible pour la souche résistante. Le complexe trans 
Conclusion générale et perspectives 
 
283 
 
(NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 a été testé sur ces deux souches et ne présente pas de 
toxicité sans irradiation. Au contraire, l’utilisation de 0,1 µM de complexe et l’irradiation des 
bactéries traitées font chuter la viabilité des deux souches d’environ 50 %. La combinaison de 
ce donneur de NO• avec la méthicilline a ensuite été étudiée. Après traitement des bactéries 
par le complexe trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 et irradiation, les CMI de la 
méthicilline chutent d’un facteur 2,5 pour la souche ATCC 12228 et de 2 log pour la souche 
ATCC 35984. Cette étude démontre l’intérêt de ces systèmes donneurs de NO• pour rendre 
aux bactéries résistantes leur susceptibilité aux antibiotiques. Les complexes trans (NO,OH)-
[RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]PF6, trans (NO,OH)-[RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]PF6 et trans 
(NO,OH)-[RuFFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 ont ensuite été testés. Ces trois nouveaux complexes 
entraînent une diminution de la CMI de la méthicilline de 2,4 log, ce qui en fait des candidats 
prometteurs dans la lutte contre la résistance bactérienne. 
 
En résumé, dans ces travaux de thèse, plusieurs complexes de ruthénium à ligand 
nitrosyle ont été synthétisés. Leur capacité de libération de NO• sous irradiation a été mise en 
évidence et le rendement quantique, caractérisant l’efficacité de libération, a été mesuré pour 
chacun. Le comportement des complexes ainsi que leurs propriétés de photolibération ont 
ensuite été étudiés dans l’eau et dans un milieu biologique. L’effet de ces systèmes sous 
irradiation a ensuite été analysé pour des applications en photothérapie. L’utilisation des 
complexes de ruthénium à ligand nitrosyle est prometteuse pour le traitement de cellules 
cancéreuses et présente un immense potentiel contre l’antibiorésistance.  
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Perspectives 
 
 
Dans ce mémoire de thèse, la synthèse et l’étude des capacités de photolibération de 
NO• de dix complexes de ruthénium à ligand nitrosyle ont été présentées. De nombreuses 
perspectives en chimie et en biologie sont envisageables pour approfondir et poursuivre ces 
travaux à plus ou moins long-terme. 
 
 
La conception et la synthèse d’autres ligands pourrait permettre d’obtenir des 
complexes avec de meilleurs rendements quantiques de NO•, de meilleures sections efficaces 
d’absorption à deux photons, tout en assurant la stabilité en milieu physiologique.  
 
Premièrement, la stabilité du complexe et particulièrement du ligand nitrosyle peut 
être améliorée. Par exemple, le ligand nitrosyle du complexe [RuFT(bpy)NO](PF6)3, présenté 
dans le Chapitre II, réagit en condition basique pour donner un ligand nitro. Des travaux sur 
les complexes cis- et trans-[Ru(Bpy)2(SO3)(NO)]
+ ont démontré que la coordination d’un 
ligand sulfite sur le ruthénium assure la stabilité du nitrosyle en présence d’ions hydroxyde 
entre pH 2,0 et 9,0. Ces complexes sont donc de bons candidats pour délivrer NO• in vivo. Le 
ligand 2,2’-bipyridine pourrait donc être à nouveau utilisé dans un complexe de ruthénium à 
ligand nitrosyle, tout en évitant la transformation acido-basique du ligand principal.239    
 
La coordination de ligands pentadentes stables constitue un axe de recherche 
intéressant pour la photolibération de NO•. Les ligands étant multidentes et par conséquent 
très stables, le complexe de ruthénium ne présenterait qu’un ligand (photo-)réactif qui est le 
ligand nitrosyle.240  
Une étude a récemment débuté sur l’utilisation de ce type de ligands dans l’équipe 
d’Isabelle Malfant au LCC. La fonctionnalisation des différents ligands pentadentes peut être 
envisagée afin d’augmenter le rendement quantique de libération de NO•, mais aussi pour 
favoriser les propriétés d’absorption à deux photons de ces systèmes, en utilisant par exemple 
des groupements fluorène. 
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Pour les applications anticancéreuses, les résultats sont prometteurs mais de futures 
expérimentations sont nécessaires pour augmenter l’activité phototoxique des complexes. 
L’encapsulation de ces systèmes donneurs de NO• peut être envisagée. Des micelles de 
polymères241 ou des nanotubes de carbone242 sont souvent utilisés afin de protéger les 
molécules actives de l’environnement biologique jusqu’à la cible thérapeutique et faciliter 
leur internalisation par les cellules.  
 
 
D’un point de vue microbiologique, de nombreuses perspectives sont envisageables.  
Les complexes de ruthénium à ligand nitrosyle présentés dans ces travaux ont montré 
une phototoxicité sur des agrégats planctoniques de S. epidermidis et une levée de la 
résistance à la méthicilline de la souche ATCC 35984. Ces traitements peuvent être utilisés 
sur de nouvelles souches bactériennes comme S. aureus et P. aeruginosa afin d’étudier la 
levée de la résistance aux antibiotiques sur différents micro-organismes. 
De plus, il serait intéressant de combiner les complexes de ruthénium à ligand 
nitrosyle avec d’autres antibiotiques pour lesquels il existe une résistance (comme la 
vancomycine pour laquelle S. aureus développe une résistance). Cela apporterait des 
informations sur l’action des complexes et de NO• dans la levée de la résistance.243  
Les infections les plus répandues sont dues à la présence de biofilms bactériens. Ainsi, 
les propriétés de ces complexes photoréactifs doivent être testées sur des biofilms bactériens 
matures, adhérés à des supports, afin d’évaluer leur efficacité sur ces systèmes biologiques. 
Parmi ces infections courantes, un nombre important est dû au développement de biofilms sur 
des dispositifs médicaux comme les prothèses ou les cathéters. Il peut être envisagé que les 
complexes de ruthénium à ligand nitrosyle soient utilisés dans des hydrogels qui permettraient 
ainsi de prétraiter les surfaces à risques et ainsi prévenir ce genre d’infections.168 
 
Les bactéries planctoniques et les biofilms ainsi traités pourraient ensuite être observés 
par AFM (Microscopie à Force Atomique) ou TEM (Microscopie Electronique en 
Transmission) afin de mettre en évidence les dommages causés sur les parois ou la matrice 
extracellulaire par le monoxyde d’azote libéré par les complexes de ruthénium à ligand 
nitrosyle sous irradiation. Ces observations ainsi que la levée de la résistance d’une souche 
comme S. aureus à plusieurs antibiotiques pourraient permettre de proposer un mécanisme 
d’action à plus long terme. 
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De plus, les complexes de ruthénium à ligand nitrosyle ayant montré leur capacité 
d’absorption à deux photons, des cellules cancéreuses et des bactéries en biofilms traitées par 
ces complexes photoréactifs peuvent être irradiées en biphotonique in vitro. Après 
optimisation des conditions, le traitement de tumeurs et d’infections bactériennes chez le petit 
animal pourra être envisagé. 
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Annexe 1 : 
Produits chimiques et équipements 
 
Liste des produits chimiques et des solvants : 
 
2-acétylpyridine, C7H7NO, Alfa-Aesar, cas : 1122-62-9 
fluorène-2-carboxaldéhyde, C14H10O, Alfa-Aesar, cas : 30084-90-3 
diiode, I2, Sigma-Aldrich, cas : 7553-56-2 
chlorure de ruthénium, RuCl3.xH2O, Strem Chemicals, cas : 14898-67-0 
cuivre, Cu, Sigma-Aldrich, cas : 7440-50-8 
2,2’-bipyridine, C10H8N2, TCI, cas : 366-18-7 
acide nitrique (65%), HNO3, VWR Chemicals, cas :7697-37-2 
triéthylamine (99%), C6H15N, Acros Organics, cas : 121-44-8 
nitrite de sodium, NaNO2, Fluka, cas : 7632-00-0 
acide chlorhydrique, HCl (37%), VWR Chemicals, cas : 7647-01-0 
hydroxyde de sodium, NaOH, Fluka, cas :1310-73-2 
acétate d’ammonium, C2H7NO2, Alfa-Aesar, cas : 631-61-8 
hexafluorophosphate d’ammonium, NH4PF6, Alfa-Aesar, cas : 16941-11-0 
chlorure de lithium, LiCl, Acros, cas : 7447-41-8 
charbon actif, Sigma, cas : 7440-44-0 
pyridine, C5H5N,  Prolabo, cas : 110-86-1 
éther diéthylique, C4H10O, VWR Chemicals, cas : 60-29-7 
éthanol absolu, C2H6O, Honeywell,  cas : 64-17-5 
méthanol, CH4O, HoneyWell, cas : 67-56-1 
pentane, C5H12, VWR Chemicals, cas : 109-66-0 
acétate d’éthyle, C4H8O2, Sigma, cas : 141-78-6 
acétonitrile, C2H3N, VWR Chemicals, cas : 75-05-8 
diméthylsulfoxide, C2H6OS, VWR Chemicals, cas : 67-68-5 
diméthylformamide, C3H7NO, Sigma-Aldrich, cas : 68-12-2 
acétonitrile deutéré, CD3CN, Sigma-Aldrich, cas : 2206-26-0 
chloroforme deutéré, CDCl3, Sigma-Aldrich, cas : 865-49-6 
diméthylsulfoxide deutéré, C2D6OS, Sigma-Aldrich, cas : 2206-27-1 
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 Les solvants et les produits chimiques ont été utilisés en synthèse sans purification 
supplémentaire. 
 
 
Equipements : 
 
Résonance Magnétique Nucléaire 
Les analyses RMN ont été réalisées sur les spectromètres Bruker Avance 300 (300 MHz) et 
400 (400 MHz) au LCC. Les spectres ont été enregistrés dans les solvants deutérés CDCl3 et 
CD3CN. 
Les déplacements chimiques δ sont exprimés en ppm, et les constantes de couplage J en hertz 
(Hz). Des abréviations sont utilisées pour indiquer la multiplicité des signaux : s-singulet, se-
singulet élargi, d-doublet, t-triplet, q-quadruplet, dd-doublet dédoublé, td-triplet dédoublé, 
ddd-doublet dédoublé dédoublé. 
 
Spectroscopie infrarouge 
Les analyses infrarouge des complexes ont été réalisées par IR ATR (Attenuated Total 
Reflectance), sur cristal de diamant, sur le Spectromètre Perkin Elmer  FT-IR/FIR Frontier. 
 
Spectroscopie d’absorption UV-Vis 
Les spectres d’absorption en spectroscopie UV-Vis ont été réalisés par un spectrophotomètre 
en transmission UV-Vis Lambda 35 de chez Perkin Elmer Instruments et sur un 
spectrophotomètre à barrette de diodes Analytik Jenia Specord S600 pour les suivis au cours 
du temps. 
 
Diffraction des rayons X 
Les analyses par diffraction des rayons X sur les monocristaux obtenus ont été réalisées par 
Sonia Mallet-Ladeira au service de DRX du LCC. L’appareil utilisé est un diffractomètre 
Bruker Kappa Apex II. Les mesures sont faites à basse température (100 K) et les structures 
sont résolues à l’aide du logiciel SHELXS-97. 
 
Microanalyse élémentaire 
Les analyses élémentaires ont été faites par Isabelle Borget du service de microanalyse du 
LCC. L’appareil utilisé est un analyseur Perkin Elmer 2400 Série II. 
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Spectrométrie de masse 
Les analyses de spectrométrie de masse ont été réalisées sur le spectromètre ThermoScientific 
LCQ Fleet, soit par injection directe par Viviane Peyrou, soit à l’aide d’un passeur. Le passeur 
est inclus dans une chaine de chromatographie liquide ThermoScientific Dionex UltiMate 
3000, comprenant également une pompe, un compartiment pour une colonne et un détecteur 
UV-Vis à barrette de diodes. 
 
Purification par Chromatographie préparative 
Les séparations des isomères cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)- des différents complexes ont été 
réalisées par Isabelle Fabing du service HPLC de l’ICT (Institut de Chimie de Toulouse). Des 
analyses UPLC-MS ont été menées afin de mettre au point les conditions de séparation. 
Ensuite les purifications ont été réalisées sur une Chaîne Auto Purif Waters, munie d’un 
détecteur UV à barrette de diodes.  
 
Résonance Paramagnétique Electronique sous irradiation 
Les analyses RPE ont été faites par Lionel Rechignat au service de mesures magnétiques du 
LCC. L’appareillage utilisé est un Bruker elexsys E500 en bande X et une cavité haute 
sensibilité 4122SHQE. 
 
Irradiation monophotonique 
Les irradiations pour les analyses RPE et pour les expérimentations biologiques ont été 
réalisées à l’aide d’une lampe à vapeur de mercure Oriel 250W (Palaiseau, France) munie 
d’un filtre λ > 400 nm (Oriel WG UV filter, Palaiseau, France).  
 
Irradiation biphotonique 
Les expérimentations d’irradiation à deux photons ont été réalisées à l’aide du laser pulsé 
Chameleon Ultra II Ti-sapphire du microscope à fluorescence 7MP de la plateforme Imagerie 
TRI de l’IPBS. Le laser est paramétré à 810 nm et sa fréquence est de 80 MHz, pour des 
pulses d’une durée de 140 fs. 
 
Mesures photocinétiques 
Les expérimentations de photocinétique permettant la mesure des rendements quantiques de 
NO• ont été menées au laboratoire IMRCP (Interactions Moléculaires et Réactivités 
Chimiques et Photochimiques). L’irradiation provient d’une lanterne à LEDs (WLS-22-A de 
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Mightex), équipée de LEDs de longueurs d’onde monochromatiques 365 nm (de puissance 2 
W) et 420 nm (de puissance 3 W) (références : WLS-LED-0365-2 et WLS-LED-0420-3). 
L’irradiation à 405 nm provient, quant à elle, d’une lampe à vapeur de mercure équipée d’un 
filtre monochromatique. Une fibre optique dirige le faisceau depuis ces systèmes d’irradiation 
vers le coté d’une cuve en quartz aux quatre faces polies, maintenue sous agitation. Les 
spectres d’absorbance sont enregistrés par un spectrophotomètre Hewlett Packard HP8452A, 
piloté par le logiciel Olis Globalworks. 
 
Electrode NO 
La concentration de NO• en solution aqueuse a été mesurée par une électrode spécifique 
AmiNO-700 de chez Innovative Instruments Inc. Le signal est exploité par le logiciel inNO 
5.2. 
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Annexe 2 : 
Synthèse et caractérisations des complexes de ruthénium à ligand nitrosyle 
 
1. Synthèse du ligand 4’-(2-fluorényl)-2,2’:6’,2’’-terpyridine (ligand FT) 107 
 
Le ligand 4’-(2-fluorényl)-2,2’ :6’,2’’-terpyridine est synthétisé en suivant la méthode de 
Kröhnke. Le sel de Kröhnke est d’abord obtenu selon le protocole de synthèse décrit dans la 
littérature.177 
  
1. a) Synthèse du sel de Kröhnke ou iodure de 1-(2-pyridinylcarbonyl)pyridinium 
 
Une solution de diiode (10,2 g, 40 mmol) dans 30 mL de 
pyridine est ajoutée à une solution d’acétylpyridine (4,5 mL, 
40 mmol) dans 10 mL de pyridine. Le milieu réactionnel est 
chauffé à 100°C pendant 3h. Le lendemain, le produit brut 
est récupéré par filtration, rincé à l’éther diéthylique puis 
recristallisé dans 210 mL d’éthanol en présence de charbon 
actif. Le mélange est filtré à chaud et des cristaux beiges sont obtenus. 
(5,92 g, rendement : 46 %). 
 
RMN 1H (400 MHz, DMSO-d6, 298 K) : δ (ppm) 9,01 (2H, d, J= 6,0 Hz), 8,88 (1H, d, J=4,5 
Hz), 8,73 (1H, t, J=7,9 Hz), 8,28 (2H, t, J=7,1 Hz), 8,14 (1H, td, J= 1,8 Hz, 7,9 Hz), 8,08 (1H, 
d, J=7,6 Hz), 7,84 (1H, ddd, J=1,8, 5,0 et 7,8 Hz), 6,51 (2H, s). 
 
 
1. b) Synthèse de la 3-(4-fluorène)-1-(pyridin-2-yl)prop-2-èn-1-one 
 
Une solution de NaOH (1M, 11mL) est ajoutée à 
l’acétylpyridine (0,22 mL , 2,0 mmol) dans 20 mL de 
méthanol. Le milieu réactionnel est agité à 
température ambiante pendant 1h. Le fluorène-2-
carboxaldéhyde (0,40 g, 2,0 mmol) est ensuite ajouté 
et le milieu devient jaune vif. Il est agité à température ambiante pendant 12h. Le produit est 
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récupéré par filtration et rincé avec très peu de méthanol pour donner une poudre jaune 
(0,509g,  rendement : 86 %) 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 298 K) : δ (ppm) 8,79 (1H, d, J=4,7 Hz), 8,38 (1H, d, J= 16,0 
Hz), 8,22, (1H, d, J= 4,8 Hz), 8,06 (1H, d, J= 16,0 Hz), 7,97 (1H, s), 7,91 (1H, td, J=7,6 Hz, 
1,7 Hz), 7,84 (2H, d, J=7,8 Hz), 7,79 (1H, d, J=8,4 Hz), 7,60 (1H, d, J= 7,6 Hz), 7,52 (1H, 
ddd, J=7,4 Hz, 4,8 Hz, 1,2 Hz), 7,43 (1H, t, J=7,6 Hz),  7,38 (1H, td, J= 1,5 Hz, 7,8 Hz), 3,98 
(2H, s). 
 
 
1.c) Synthèse du ligand 4’-(2-fluorènyl)-2,2’ :6’,2’’-terpyridine 
 
L’énone-fluorène (509 mg, 1,7 mmol), le sel de Kröhnke (554 
mg, 1,7 mmol) et l’acétate d’ammonium (1,6 g, 20 mmol) sont 
dissous dans 10 mL d’éthanol. Le mélange est chauffé au 
reflux pendant 16h. La solution passe du jaune au marron et un 
précipité se forme. Le produit est récupéré par filtration et est 
rincé à l’eau. Il est ensuite purifié par chromatographie flash 
sur colonne de silice avec comme éluant un mélange 4/1 
pentane/acétate d’éthyle, avec 3% de triéthylamine.  
(solide beige, 0,263 g, rendement : 41 %). 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 298 K) : δ (ppm) 8,83 (2H, s, 
H3’ et H5’), 8,78 (2H, ddd, J=4,8 Hz, 1,8 Hz, 0,9 Hz, H6 et H6’’), 8,72 (2H, dt, J=8,0 Hz, 1,1 
Hz, H3 et H3’’), 8,14 (1H, s, H1f), 7,93-7,90 (4H, m, H4, H4’’, H3f et H4f), 7,87 (1H, d, 
J=7,6 Hz, H5f), 7,62 (1H, d, J=7,3 Hz, H8f), 7,46 (1H, t, J=7,2 Hz, H7f), 7,41-7,35 (3H, m, 
H5, H5’’ et H6f), 4,04 (2H,s, H9f). 
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2. Caractérisation du ligand (E)-4’-(2-(9,9-dihexyl-9H-fluorényl)vinyl)-2,2’:6’,2’’-
terpyridine (ligand TCC2F) 
 
RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 298 K) : δ (ppm) 
8,77 (2H, d, J= 4,7 Hz, H6 et H6’’), 8,69 (2H, 
d, J= 8,0 Hz, H3 et H3’’), 8,64 (2H, s, H3’ et 
H5’), 7,91 (2H, td, J= 7,6 Hz, 1,9 Hz, H4 et 
H4’’), 7,78-7,68 (3H, m, H3f , H4f et HC=C), 
7,63-7,56 (2H, m, H1f et HC=C), 7,41-7,30 (6H, 
m, H5, H5’’, H5f, H6f, H7f et H8f), 2,07-1,97 
(4H, m, HA), 1,19-1,02 (12H, m, HB, HD, HE), 
0,78 (6H, t, J=6,7 Hz, HF), 0,75-0,60 (4H, m, 
HC). 
 
 
 
 
 
3. Caractérisation du ligand 4’-(2-(9,9-dihexyl-9H-fluorén-2-yl)éthinyl)-2,2’:6’,2’’-
terpyridine (ligand TCC3F) 
 
RMN 1H (400 MHz, CDCl3, 298 K) : δ (ppm) 
8,76 (2H, ddd, J= 4,8 Hz, 1,8 Hz, 0,9 Hz, H6 et 
H6’’), 8,67 (2H, dt, J= 7,9 Hz, 1,0 Hz, H3 et 
H3’’), 8,65 (2H, s, H3’ et H5’), 7,91 (2H, td, J= 
7,8 Hz, 1,8 Hz, H4 et H4’’), 7,76-7,71 (2H, m, 
H3f et H4f), 7,61-7,56 (2H, m, H1f et H5f), 7,41-
7,34 (5H, m, H5, H5’’, H6f, H7f et H8f), 2,04-
1,98 (4H, m, HA), 1,18-1,02 (12H, m, HB, HD, 
HE), 0,80 (6H, t, J= 6,9 Hz, HF), 0,72-0,60 (4H, 
m, HC). 
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4. Caractérisation du ligand 4'-(9,9,9',9'-tétraméthyl-9H,9'H-[2,2'-bifluorèn]-7-yl)-
2,2':6',2''-terpyridine (ligand FMeFMeT) 
 
 
 
 
 
 RMN 1H (300 MHz, CDCl3, 298 K) : δ (ppm) 8,89 (2H, 
s, H3’ et H5’), 8,82 (2H, d, J= 4,4 Hz, H6 et H6’), 8,76 
(2H, d, J= 8,0 Hz, H3 et H3’’), 7,99 (2H, t, J= 8,0 Hz, H4 
et H4’’), 7,94-7,66 (9H, m), 7,52-7,32 (6H, m), 1,61 (6H, 
s, HA) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
5. Synthèse des complexes [RuL3Cl3] 
 
Dans un ballon monocol, le ligand tridente L3 (0,66 mmol) est dissous dans 50 mL d’éthanol 
absolu. RuCl3.3H2O (0,263 mg, 0,66 mmol) est ajouté et le mélange est chauffé au reflux 3h à 
l’abri de la lumière. Le milieu est plongé dans un bain de glace pour favoriser l’apparition du 
précipité et celui-ci est filtré sous vide, rincé à l’eau et avec un peu d’éther diéthylique. Le 
produit obtenu est une poudre noire. Les rendements obtenus pour cette étape sont rassemblés 
dans le Tableau 2-1. 
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Tableau 2-1 : Rendement de la complexation pour les différents complexes [RuL3Cl3] 
complexe rendement de la complexation 
[RuFTCl3] 95 % 
[RuTCC2FCl3] 93 % 
[RuTCC3FCl3] 78 % 
[RuFMeFMeTCl3] 95 % 
 
Ces intermédiaires étant paramagnétiques (RuIII), ils n’ont pas pu être caractérisés par RMN. 
Un suivi en CCM (éluant : pentane/acétate d’éthyle 9/1) et en spectrométrie de masse a 
permis de vérifier que la totalité du ligand a été complexée.  
 
 
6. Synthèse des complexes [RuL3Cl2NO]PF6 121 
 
Le complexe [RuL3Cl2NO]Cl est obtenu par bullage de NO
• dans une solution de [RuL3Cl3] 
dans le DMF.  
 
Le NO• est obtenu in situ par la réaction d’oxydoréduction entre l’acide nitrique HNO3 et le 
cuivre Cu(s) selon :  
3 Cu(s) + 8 H+(aq) + 2 NO3
-(aq)  →  3 Cu2+(aq) + 4 H2O + 2 NO• (g) 
 
Pour éviter l’oxydation de NO• en NO2 par l’oxygène, le montage est d’abord placé sous 
atmosphère inerte par bullage d’argon pendant 45 minutes. 
Une solution diluée d’HNO3 (7 mol/L, 100 mL) est ajoutée goutte à goutte à l’aide d’une 
ampoule de coulée sur du cuivre solide (15 g) contenu dans un bicol. Ce bicol est placé dans 
un bain de glace afin d’éviter la transformation du NO• en NO2 (g) car la réaction est 
exothermique. Le NO• formé passe dans une solution de NaOH (8 mol/L, obtenue par 
dissolution de 24 g de NaOH dans 75 mL d’eau) afin d’absorber les éventuels gaz NOx 
provenant de l’oxydation de NO•.   
Le gaz formé est introduit dans une solution de [RuL3Cl3] (0,2 mmol) dans le DMF (15 mL) à 
80°C, sous atmosphère inerte. Le bullage est arrêté après observation d’un changement de 
couleur du milieu réactionnel. Le montage est ensuite purgé à l’argon pendant 45 minutes. 
Le montage est présenté à la Figure I-51 p.70. 
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Dans le cas de la synthèse de [RuFTCl2NO]Cl et [RuFFTCl2NO]Cl, une fraction pure de 
l’isomère trans précipite dans le DMF et est récupérée par filtration. 
L’autre partie du mélange réactionnel est évaporé sous vide et le mélange cis/trans est séparé 
par HPLC préparative. La séparation est réalisée par Isabelle Fabing du service HPLC de 
l’Institut de Chimie de Toulouse. La phase stationnaire est une colonne apolaire X Bridge C18 
5 µm 19 mm x 150 mm. La phase mobile est un mélange d’acétonitrile avec 1 % d’acide 
trifluoroacétique (TFA) et d’eau avec 1 % de TFA, dont les proportions suivent un gradient 
d’élution, qui diffère selon les espèces.  
Les rendements de l’étape de bullage, après séparation sont rassemblés dans le Tableau 2-2. 
 
Tableau 2-2 : Rendement du bullage de NO• pour les différents complexes [RuL3Cl2NO] 
complexe rendement bullage 
cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO] 17 % 
trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO] 65 % 
cis (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO] 3 % 
trans (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO] 9 % 
cis (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO] 19 % 
trans (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO] 66 % 
cis (Cl,Cl)-[RuFMeFMeTCl2NO] 3 % 
trans (Cl,Cl)-[RuFMeFMeTCl2NO] 49 % 
 
Les contre-ions Cl- des complexes sont ensuite changés pour PF6
-. Pour cela, les complexes 
sont solubilisés dans un minimum de DMF (0,16 mmol dans 10 mL de DMF) et une solution 
aqueuse contenant un large excès de NH4PF6 (environ 350 mg dans 30 mL d’eau) est ajoutée. 
Le solide formé est filtré sous vide, rincé à l’eau puis à l’éther. 
 
 
cis (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 
 
RMN 1H (300 MHz, CD3CN, 298 K) : δ (ppm) 9,24 (2H, dd, J= 5,5 Hz, 1,01 Hz, H6 et 
H6’’), 8,91 (2H, s, H3’ et H5’), 8,79 (2H, d, J= 8,2 Hz, H3 et H3’’), 8,53 (2H, td, J= 7,9 Hz, 
1,5 Hz, H4 et H4’’), 8,38 (1H, s, H1f), 8,19 (2H, d, J= 8,0 Hz, H3f et H4f), 8,06-7,97 (3H, m, 
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H5f, H5 et H5’’), 7,72 (1H, d, J=7,1 Hz, H8f), 7,56-7,45 (2H, m, H6f et H7f), 4,17 (2H, s, 
H9f).  
IR(ATR) : νNO=1894 cm-1 
Spectrométrie de masse : m/z=599,2 [M+] 
 
trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 
 
RMN 1H (300 MHz, CD3CN, 298 K) : δ (ppm) 8,82 (2H, s, H3’ et H5’), 8,81 (2H, dd, J= 5,7 
Hz, 0,8 Hz, H6 et H6’’), 8,73 (2H, d, J= 8,0 Hz, H3 et H3’’), 8,43 (2H, td, J= 8,0 Hz, 1,4 Hz, 
H4 et H4’’), 8,34 (1H, s, H1f), 8,17 (2H, m, H3f et H4f), 8,03 (1H, d, J= 7,1 Hz, H5f), 7,90 
(2H, ddd, J= 7,7 Hz, 5,7 Hz, 1,4 Hz, H5 et H5’’), 7,72 (1H, d, J= 7,2 Hz, H8f), 7,53-7,47 (2H, 
m, H6f et H7f), 4,15 (2H, s, H9f). 
IR(ATR) : νNO=1903 cm-1 
Spectrométrie de masse : m/z=599,2 [M+] 
 
 
cis (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 
 
RMN 1H (400 MHz, CD3CN, 298 K) : δ (ppm) 9,22 (2H, dd, J=5,5 Hz, 1,3 Hz, H6 et H6’’), 
8,72 (2H, s, H3’ et H5’), 8,68 (2H, d, J= 8,0 Hz, H3 et H3’’), 8,53 (2H, td, J= 7,9 Hz, 1,6 Hz, 
H4 et H4’’), 8,14 (1H, d, J= 16,3 Hz, HC=C), 8,02-7,97 (2H, m, H5 et H5’’), 7,95-7,85 (3H, m, 
H1f, H3f et H4f), 7,79 (1H, dd, J= 8,0 Hz, 1,2 Hz, H5f), 7,61 (1H, d, J= 16,3 Hz, HC=C), 7,52-
7,40 (3H, m, H6f, H7f et H8f), 2,16-2,10 (4H, m, HA), 1,16-1,00 (12H, m, HB, HD, HE), 0,78 
(6H, t, J=7,0 Hz, HF), 0,66-0,54 (4H, m, HC). 
IR(ATR) : νNO=1894 cm-1 
Spectrométrie de masse : m/z=793,2 [M+] 
 
trans (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 
 
RMN 1H (400 MHz, CD3CN, 298 K) : δ (ppm) 8,79 (2H, dd, J= 5,6 Hz, 1,0 Hz, H6 et H6’’), 
8,63 (2H, s, H3’ et H5’), 8,60 (2H, d, J= 7,9 Hz, H3 et H3’’), 8,43 (2H, td, J= 7,9 Hz, 1,4 Hz, 
H4 et H4’’), 8,12 (1H, d, J= 16,2 Hz, HC=C), 7,94-7,84 (5H, m, H5, H5’’, H1f, H3f et H4f), 
7,77 (1H, dd, J= 8,0 Hz, 1,2 Hz, H5f), 7,57 (1H, d, J= 16,2 Hz, HC=C), 7,52-7,40 (3H, m, H6f, 
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H7f et H8f), 2,16-2,10 (4H, m, HA), 1,16-1,00 (12H, m, HB, HD, HE), 0,77 (6H, t, J= 6,8 Hz, 
HF), 0,64-0,54 (4H, m, HC). 
IR(ATR) : νNO=1904 cm-1 
Spectrométrie de masse : m/z=793,2 [M+] 
 
 
cis (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6 
 
RMN 1H (300 MHz, CD3CN, 298 K) : δ (ppm) 9,23 (2H, d, J= 5,4 Hz, H6 et H6’’), 8,73 
(2H, s, H3’ et H5’), 8,63 (2H, d, J= 7,9 Hz, H3 et H3’’), 8,52 (2H, t, J= 7,9 Hz, H4 et H4’’), 
8,05-7,86 (4H, m, H5, H5’’, H3f et H4f), 7,82-7,75 (2H, m, H1f et H5f), 7,54-7,42 (3H, m, 
H6f, H7f et H8f), 2,14-2,08 (4H, m, HA), 1,20-0,97 (12H, m, HB, HD, HE), 0,80 (6H, t, J= 6,8 
Hz, HF), 0,65-0,50 (4H, m, HC). 
IR(ATR) : νNO=1897 cm-1 
Spectrométrie de masse : m/z=791,2 [M+] 
 
trans (Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6 
 
RMN 1H (400 MHz, CD3CN, 298 K) : δ (ppm) 8,80 (2H, ddd, J= 5,6 Hz, 1,5 Hz, 0,7 Hz, H6 
et H6’’), 8,64 (2H, s, H3’ et H5’), 8,56 (2H, d, J= 7,9 Hz, H3 et H3’’), 8,43 (2H, td, J= 8,0 
Hz, 1,4 Hz, H4 et H4’’), 7,96-7,87 (4H, m, H5, H5’’, H3f et H4f), 7,79-7,74 (2H, m, H1f et 
H5f), 7,53-7,43 (3H, m, H6f, H7f et H8f), 2,14-2,08 (4H, m, HA), 1,16-1,02 (12H, m, HB, HD, 
HE), 0,78 (6H, t, J= 6,9 Hz, HF), 0,62-0,52 (4H, m, HC). 
IR(ATR) : νNO=1904 cm-1 
Spectrométrie de masse : m/z=791,2 [M+] 
 
 
cis (Cl,Cl)-[RuFMeFMeTCl2NO]PF6 
 
RMN 1H (300 MHz, CD3CN, 298 K) : δ (ppm) 9,24 (2H, dd, J= 5,4 Hz, 1,3 Hz, H6 et H6’’), 
8,95 (2H, s, H3’ et H5’), 8,84 (2H, d, J= 7,9 Hz, H3 et H3’’), 8,55 (2H, td, J= 8,0 Hz, 1,5 Hz, 
H4 et H4’’), 8,35 (1H, s, H1f), 8,20-8,16 (2H, m, H8f et H10f), 8,08-7,77 (9H, m), 7,61-7,57 
(1H, m), 7,44-7,39 (2H, m), 1,75 (6H, s, HA), 1,60 (6H, s, HA). 
IR(ATR) : νNO=1897 cm-1 
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Spectrométrie de masse : m/z=820,2 [M+] 
 
trans (Cl,Cl)-[RuFMeFMeTCl2NO]PF6 
 
RMN 1H (300 MHz, CD3CN, 298 K) : δ (ppm) 8,87 (2H, s, H3’ et H5’), 8,81 (4H, m, H6, 
H6’’, H3 et H3’’), 8,46 (2H, td, J= 7,9 Hz, 1,4 Hz,  H4 et H4’’), 8,33 (1H, s, H1f), 8,16 (2H, 
s, H8f et H1f’), 8,08-7,77 (8H, m), 7,61-7,57 (2H, m), 7,43-7,39 (2H, m, HA), 1,73 (6H, s, 
HA), 1,59 (6H, s, HA). 
IR(ATR) : νNO=1904 cm-1 
Spectrométrie de masse : m/z=820,2 [M+] 
 
 
 
7. Synthèse des complexes [RuFT(bpy)NO]PF6 178     
 
 7. a) Synthèse du complexe [RuFT(bpy)Cl]Cl 
 
Le complexe [RuFTCl3] (50 mg, 0,085 mmol), la 
2,2’-bipyridine (13 mg, 0,085 mmol), le chlorure 
de lithium LiCl (35 mg, 0,85 mmol) et 0,1 mL de 
triéthylamine sont dissous dans 20 mL d’éthanol 
(75 %). Le mélange est chauffé au reflux pendant 
4h. Ensuite, le milieu est refroidi dans un bain de 
glace à 0°C et le précipité obtenu est filtré, rincé 
à l’eau, à l’éthanol puis à l’éther diéthylique. Le produit obtenu est un solide violet. (44 mg, 
rendement : 72 %). 
 
RMN 1H (300 MHz, CD3CN, 298 K) : δ (ppm) 10,29 (1H, ddd, J = 5,6 Hz, 1,6 Hz, 0,8 Hz), 
8,80 (2H, s), 8,63 (1H, d, J= 8,1 Hz), 8,50 (2H, d, J = 8,1 Hz), 8,38 (1H, s), 8,35-8,26 (2H, 
m), 8,19-8,10 (2H, dd, J= 8,0 Hz, 1,7 Hz), 8,04-7,98 (2H, m), 7,81 (2H, t, J= 7,6 Hz), 7,73-
7,69 (3H, m), 7,69-7,66 (1H, m), 7,52 (1H, t, J= 7,4 Hz), 7,46 (1H, td, J= 7,4 Hz, 1,4 Hz), 
7,37 (1H, dd, J= 5,6 Hz, 0,5 Hz), 7,27 (2H, t, J= 7,6 Hz), 6,96 (1H, ddd, J= 7,4 Hz, 6,0 Hz, 
1,4 Hz), 4,09 (2H, s).  
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7. b) Synthèse du complexe [RuFT(bpy)NO2]PF6 
 
Le complexe [RuFT(bpy)Cl]Cl (44 mg, 0,061 
mmol) et NaNO2 (42,1 mg, 0,61 mmol) sont 
dissous dans 25 mL d’éthanol (75 %) et le 
mélange est chauffé au reflux pendant 4h. Le 
milieu est refroidi dans un bain de glace puis 
NH4PF6 (200 mg) en solution dans 5 mL d’eau 
est ajouté. Un précipité rouge est récupéré par 
filtration, rincé à l’eau et à l’éther. (31 mg, rendement : 60 %). 
 
RMN 1H (300 MHz, CD3CN, 298 K) : δ (ppm) 9,92 (1H, d, J= 5,1 Hz), 8,81 (2H, s), 8,62 
(1H, d, J = 8,1 Hz), 8,53 (2H, d, J= 8,1 Hz), 8,40-8,25 (3H, m), 8,17 (1H, s), 8,06-7,93 (4H, 
m), 7,84-7,77 (3H, m), 7,72 (1H, d, J= 7,4 Hz), 7,55-7,42 (3H, m), 7,36-7,30 (2H, m), 7,09 
(1H, td, J= 7,1 Hz, 1,2 Hz), 4,14 (2H, s).  
 
 
7. c) Synthèse du complexe [RuFT(bpy)NO](PF6)3 
 
Le complexe [RuFT(bpy)NO2](PF6)3 (31 mg, 
0,037 mmol) est solubilisé dans un mélange de 3 
mL d’acide chlorhydrique (12 N) et de 15 mL 
d’éthanol et le mélange est chauffé à 60°C 
pendant 1h30. Le milieu est refroidi à l’aide 
d’un bain de glace puis NH4PF6 (200 mg) en 
solution dans 5 mL d’eau est ajouté. Le précipité obtenu est filtré et rincé à l’eau, à l’éthanol 
et à l’éther. (28 mg, rendement : 68 %). 
 
RMN 1H (300 MHz, CD3CN, 298 K) : δ (ppm) 9,33 (1H, d, J = 5,6 Hz), 9,16 (2H, s), 8,89 
(2H, d, J= 7,8 Hz), 8,83 (1H, d, J= 7,8 Hz, 1H), 8,73 (1H, td, J= 7,8 Hz, 1,4 Hz), 8,64 (1H, d, 
J= 8,1 Hz), 8,52 (2H, td, J= 7,8, 1,4 Hz), 8,36-8,25 (4H, m), 8,12-8,07 (1H, m), 8,05 (2H, dd, 
J= 5,7 Hz, 0,9 Hz), 7,80-7,72 (3H, m), 7,57-7,49 (3H, m), 7,35 (1H, dd, J= 6,0 Hz, 1,3 Hz), 
4,23 (2H, s). 
IR (ATR) : νNO=1913 cm-1 
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Analyse élémentaire : C38H27F18N6OP3Ru : calculé : %C = 40,76, %H = 2,43, %N = 7,51  
trouvé : %C = 40,80, %H = 2,17, %N = 7,28. 
 
 
8. Caractérisation de trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 obtenu par 
transformation des complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans l’eau 
 
trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6  
 
RMN 1H (400 MHz, CD3CN, 298 K) : δ (ppm) 9,23 (2H, dd, J= 5,7 Hz, 1,4 Hz, H6 et H6’’), 
8,96 (2H, s, H3’ et H5’), 8,85 (2H, d, J= 8,2 Hz, H3 et H3’’), 8,52 (2H, td, J= 7,8 Hz, 1,5 Hz, 
H4 et H4’’), 8,40 (1H, s, H1f), 8,24-8,16 (2H, m, H3f et H4f), 8,06-7,98 (3H, m, H5f, H5 et 
H5’’), 7,95 (1H, se, OH), 7,72 (1H, d, J= 6,8 Hz, H8f), 7,55-7,45 (2H, m, H6f et H7f), 4,16 
(2H, s, H9f).  
IR(ATR) : νNO=1894 cm-1 
Spectrométrie de masse : m/z=581,2 [M+] 
Analyse élémentaire : C28H20ClN4O2RuPF6, H2O : calculé : %C = 50,20 ; %H = 3,31 ; %N = 
8,36 ; trouvé : %C = 50,32 ; %H = 2,98 ; %N = 8 ,63 
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Annexe 3 : 
Données cristallographiques 
 
 trans (Cl,Cl)-[RuFTCl2(CH3CN)] NO3  
 
Empirical formula                 C30 H22 Cl2 N4 Ru, N O3, 0.5 O 
Formula weight                    680.5 
Temperature                       100(2) K 
Wavelength                        0.71073 A 
Crystal system, space group       triclinic,  P -1 
Unit cell dimensions    a = 10.7597(9) A alpha = 104.041(4) deg. 
                                     b = 11.7995(8) A beta = 108.259(4) deg. 
                                     c = 12.4220(11) A  gamma = 100.800(4) deg. 
Volume                            1392.28(19) A^3 
Z, Calculated density             2,  1.623 Mg/m^3 
Absorption coefficient            0.800 mm^-1 
F(000)                            686 
Crystal size                      0.08 x 0.04 x 0.01 mm 
Theta range for data collection   1.86 to 24.73 deg. 
Limiting indices                  -12<=h<=12, -13<=k<=13, -14<=l<=14 
Reflections collected / unique    40132 / 4751 [R(int) = 0.1108] 
Completeness to theta = 24.73     99.8 % 
 Max. and min. transmission         0.7451 and 0.6838 
Refinement method                 Full-matrix least-squares on F^2 
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Data / restraints / parameters    4751 / 60 / 409 
Goodness-of-fit on F^2            1.025 
Final R indices [I>2sigma(I)]     R1 = 0.0480, wR2 = 0.1072 
R indices (all data)              R1 = 0.0985, wR2 = 0.1287 
Largest diff. peak and hole       0.786 and -0.563 e.A^-3 
 
Coordonnées 
U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized Uij 
tensor. 
         ______________________________________________________________ 
 
                         x             y             z           U(eq) 
         ______________________________________________________________ 
  
          C(1)         7535(6)        420(5)       9998(6)       34(2) 
          C(2)         8453(7)       -242(6)      10554(7)       54(2) 
          C(3)         6808(6)        817(5)       6860(6)       35(2) 
          C(4)         6955(6)        664(6)       5777(6)       41(2) 
          C(5)         6394(6)       1289(6)       5050(6)       38(2) 
          C(6)         5675(6)       2066(5)       5411(6)       37(2) 
          C(7)         5521(6)       2192(5)       6482(5)       29(1) 
          C(8)         4732(6)       2949(5)       6938(5)       29(1) 
          C(9)         4052(6)       3656(5)       6385(5)       33(2) 
          C(10)        3303(6)       4287(5)       6899(6)       33(2) 
          C(11)        3286(6)       4209(5)       8002(5)       31(2) 
          C(12)        3992(6)       3494(5)       8537(5)       27(1) 
          C(13)        4081(5)       3287(5)       9681(5)       26(1) 
          C(14)        3399(6)       3744(5)      10379(5)       33(2) 
          C(15)        3537(7)       3458(5)      11431(5)       38(2) 
          C(16)        4347(6)       2733(5)      11746(6)       38(2) 
          C(17)        4993(6)       2299(5)      11021(5)       32(2) 
          C(18)        2554(6)       5037(5)       6297(6)       37(2) 
          C(19)        2325(6)       4855(5)       5080(6)       41(2) 
          C(20)        1625(7)       5560(7)       4506(7)       54(2) 
          C(21)        1234(8)       5533(7)       3268(7)       60(2) 
          C(22)         550(8)       6567(7)       3233(9)       65(2) 
          C(23)          72(8)       6987(7)       2340(9)       76(3) 
          C(24)        -482(8)       7944(7)       2505(9)       71(3) 
          C(25)        -613(7)       8471(7)       3585(9)       70(3) 
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          C(26)        -104(7)       8035(7)       4572(8)       76(3) 
          C(27)         490(6)       7049(6)       4335(8)       48(2) 
          C(28)        1171(6)       6442(6)       5147(8)       50(2) 
          C(29)        1378(6)       6609(6)       6318(8)       53(2) 
          C(30)        2067(6)       5910(5)       6888(7)       45(2) 
          N(1)         6834(5)        899(4)       9573(4)       31(1) 
          N(2)         6112(5)       1570(4)       7216(4)       30(1) 
          N(3)         4694(5)       2886(4)       7994(4)       28(1) 
          N(4)         4889(5)       2551(4)      10007(4)       26(1) 
          N(5)         1876(6)       1844(6)       2870(6)       52(1) 
          O(1)         1011(13)      2456(12)      2605(11)      81(4) 
          O(2)         2976(14)      2455(14)      3572(18)      79(4) 
          O(3)         1618(10)       880(9)       2004(9)       80(3) 
          O(1')        1309(19)      2380(19)      2198(17)      73(4) 
          O(2')        2950(20)      2072(18)      3630(30)      60(4) 
          O(3')        1140(14)       865(13)      2919(15)      86(4) 
          Cl(1)        3789(1)        211(1)       7859(1)       31(1) 
          Cl(2)        7640(2)       3584(1)       9716(1)       35(1) 
          Ru(1)        5704(1)       1906(1)       8763(1)       26(1) 
          O(4)          200(11)      2430(10)       252(11)      78(3) 
         
_______________________________________________________________________ 
  
 
Distances 
 
            C(1)-N(1)                     1.105(7) 
            C(1)-C(2)                     1.478(8) 
            C(2)-H(2A)                    0.9800 
            C(2)-H(2B)                    0.9800 
            C(2)-H(2C)                    0.9800 
            C(3)-N(2)                     1.345(7) 
            C(3)-C(4)                     1.377(9) 
            C(3)-H(3)                     0.9500 
            C(4)-C(5)                     1.369(9) 
            C(4)-H(4)                     0.9500 
            C(5)-C(6)                     1.387(9) 
            C(5)-H(5)                     0.9500 
            C(6)-C(7)                     1.367(8) 
            C(6)-H(6)                     0.9500 
            C(7)-N(2)                     1.383(7) 
            C(7)-C(8)                     1.476(8) 
            C(8)-N(3)                     1.345(7) 
            C(8)-C(9)                     1.376(8) 
            C(9)-C(10)                    1.389(9) 
            C(9)-H(9)                     0.9500 
            C(10)-C(11)                   1.400(9) 
            C(10)-C(18)                   1.484(8) 
            C(11)-C(12)                   1.388(7) 
            C(11)-H(11)                   0.9500 
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            C(12)-N(3)                    1.352(7) 
            C(12)-C(13)                   1.476(8) 
            C(13)-C(14)                   1.379(8) 
            C(13)-N(4)                    1.381(7) 
            C(14)-C(15)                   1.399(8) 
            C(14)-H(14)                   0.9500 
            C(15)-C(16)                   1.369(9) 
            C(15)-H(15)                   0.9500 
            C(16)-C(17)                   1.363(9) 
            C(16)-H(16)                   0.9500 
            C(17)-N(4)                    1.339(7) 
            C(17)-H(17)                   0.9500 
            C(18)-C(30)                   1.397(9) 
            C(18)-C(19)                   1.408(9) 
            C(19)-C(20)                   1.398(9) 
            C(19)-H(19)                   0.9500 
            C(20)-C(28)                   1.410(11) 
            C(20)-C(21)                   1.452(10) 
            C(21)-C(22)                   1.541(11) 
            C(21)-H(21A)                  0.9900 
            C(21)-H(21B)                  0.9900 
            C(22)-C(23)                   1.321(10) 
            C(22)-C(27)                   1.376(12) 
            C(23)-C(24)                   1.375(12) 
            C(23)-H(23)                   0.9500 
            C(24)-C(25)                   1.398(12) 
            C(24)-H(24)                   0.9500 
            C(25)-C(26)                   1.435(11) 
            C(25)-H(25)                   0.9500 
            C(26)-C(27)                   1.442(11) 
            C(26)-H(26)                   0.9500 
            C(27)-C(28)                   1.467(9) 
            C(28)-C(29)                   1.358(11) 
            C(29)-C(30)                   1.384(8) 
            C(29)-H(29)                   0.9500 
            C(30)-H(30)                   0.9500 
            N(1)-Ru(1)                    2.063(5) 
            N(2)-Ru(1)                    2.067(5) 
            N(3)-Ru(1)                    1.947(4) 
            N(4)-Ru(1)                    2.065(5) 
            N(5)-O(2')                    1.177(13) 
            N(5)-O(2)                     1.187(10) 
            N(5)-O(1')                    1.244(13) 
            N(5)-O(3)                     1.276(9) 
            N(5)-O(1)                     1.293(10) 
            N(5)-O(3')                    1.300(12) 
            Cl(1)-Ru(1)                   2.3287(15) 
            Cl(2)-Ru(1)                   2.3311(15) 
 
Angles 
       
            N(1)-C(1)-C(2)              178.9(7) 
            C(1)-C(2)-H(2A)             109.5 
            C(1)-C(2)-H(2B)             109.5 
            H(2A)-C(2)-H(2B)            109.5 
            C(1)-C(2)-H(2C)             109.5 
            H(2A)-C(2)-H(2C)            109.5 
            H(2B)-C(2)-H(2C)            109.5 
            N(2)-C(3)-C(4)              121.0(6) 
            N(2)-C(3)-H(3)              119.5 
            C(4)-C(3)-H(3)              119.5 
            C(5)-C(4)-C(3)              119.8(6) 
            C(5)-C(4)-H(4)              120.1 
            C(3)-C(4)-H(4)              120.1 
            C(4)-C(5)-C(6)              119.5(6) 
            C(4)-C(5)-H(5)              120.3 
            C(6)-C(5)-H(5)              120.3 
            C(7)-C(6)-C(5)              119.9(6) 
            C(7)-C(6)-H(6)              120.0 
            C(5)-C(6)-H(6)              120.0 
            C(6)-C(7)-N(2)              119.9(5) 
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            C(6)-C(7)-C(8)              124.8(5) 
            N(2)-C(7)-C(8)              115.2(5) 
            N(3)-C(8)-C(9)              119.9(6) 
            N(3)-C(8)-C(7)              113.4(5) 
            C(9)-C(8)-C(7)              126.7(6) 
            C(8)-C(9)-C(10)             120.4(6) 
            C(8)-C(9)-H(9)              119.8 
            C(10)-C(9)-H(9)             119.8 
            C(9)-C(10)-C(11)            118.4(5) 
            C(9)-C(10)-C(18)            120.5(6) 
            C(11)-C(10)-C(18)           121.0(6) 
            C(12)-C(11)-C(10)           119.5(6) 
            C(12)-C(11)-H(11)           120.2 
            C(10)-C(11)-H(11)           120.2 
            N(3)-C(12)-C(11)            119.8(5) 
            N(3)-C(12)-C(13)            112.8(5) 
            C(11)-C(12)-C(13)           127.4(5) 
            C(14)-C(13)-N(4)            120.8(5) 
            C(14)-C(13)-C(12)           124.5(5) 
            N(4)-C(13)-C(12)            114.7(5) 
            C(13)-C(14)-C(15)           119.2(6) 
            C(13)-C(14)-H(14)           120.4 
            C(15)-C(14)-H(14)           120.4 
            C(16)-C(15)-C(14)           119.3(6) 
            C(16)-C(15)-H(15)           120.4 
            C(14)-C(15)-H(15)           120.4 
            C(17)-C(16)-C(15)           119.1(6) 
            C(17)-C(16)-H(16)           120.4 
            C(15)-C(16)-H(16)           120.4 
            N(4)-C(17)-C(16)            123.5(6) 
            N(4)-C(17)-H(17)            118.2 
            C(16)-C(17)-H(17)           118.2 
            C(30)-C(18)-C(19)           118.9(6) 
            C(30)-C(18)-C(10)           122.7(6) 
            C(19)-C(18)-C(10)           118.4(6) 
            C(20)-C(19)-C(18)           118.9(7) 
            C(20)-C(19)-H(19)           120.6 
            C(18)-C(19)-H(19)           120.6 
            C(19)-C(20)-C(28)           120.0(7) 
            C(19)-C(20)-C(21)           129.7(8) 
            C(28)-C(20)-C(21)           110.3(7) 
            C(20)-C(21)-C(22)           103.5(7) 
            C(20)-C(21)-H(21A)          111.1 
            C(22)-C(21)-H(21A)          111.1 
            C(20)-C(21)-H(21B)          111.1 
            C(22)-C(21)-H(21B)          111.1 
            H(21A)-C(21)-H(21B)         109.0 
            C(23)-C(22)-C(27)           121.7(9) 
            C(23)-C(22)-C(21)           129.3(10) 
            C(27)-C(22)-C(21)           109.0(6) 
            C(22)-C(23)-C(24)           120.1(10) 
            C(22)-C(23)-H(23)           120.0 
            C(24)-C(23)-H(23)           120.0 
            C(23)-C(24)-C(25)           122.1(8) 
            C(23)-C(24)-H(24)           119.0 
            C(25)-C(24)-H(24)           119.0 
            C(24)-C(25)-C(26)           119.2(8) 
            C(24)-C(25)-H(25)           120.4 
            C(26)-C(25)-H(25)           120.4 
            C(25)-C(26)-C(27)           115.3(9) 
            C(25)-C(26)-H(26)           122.4 
            C(27)-C(26)-H(26)           122.4 
            C(22)-C(27)-C(26)           121.7(7) 
            C(22)-C(27)-C(28)           108.6(7) 
            C(26)-C(27)-C(28)           129.6(9) 
            C(29)-C(28)-C(20)           121.2(6) 
            C(29)-C(28)-C(27)           130.4(8) 
            C(20)-C(28)-C(27)           108.4(7) 
            C(28)-C(29)-C(30)           118.9(7) 
            C(28)-C(29)-H(29)           120.5 
            C(30)-C(29)-H(29)           120.5 
            C(29)-C(30)-C(18)           122.1(7) 
            C(29)-C(30)-H(30)           119.0 
            C(18)-C(30)-H(30)           119.0 
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            C(1)-N(1)-Ru(1)             173.8(5) 
            C(3)-N(2)-C(7)              119.9(5) 
            C(3)-N(2)-Ru(1)             128.0(4) 
            C(7)-N(2)-Ru(1)             112.1(4) 
            C(8)-N(3)-C(12)             121.9(5) 
            C(8)-N(3)-Ru(1)             118.6(4) 
            C(12)-N(3)-Ru(1)            119.5(4) 
            C(17)-N(4)-C(13)            118.0(5) 
            C(17)-N(4)-Ru(1)            128.7(4) 
            C(13)-N(4)-Ru(1)            113.2(4) 
            O(2')-N(5)-O(2)              23.1(14) 
            O(2')-N(5)-O(1')            135.3(15) 
            O(2)-N(5)-O(1')             112.5(15) 
            O(2')-N(5)-O(3)             112.8(17) 
            O(2)-N(5)-O(3)              126.2(13) 
            O(1')-N(5)-O(3)              93.4(12) 
            O(2')-N(5)-O(1)             133.9(15) 
            O(2)-N(5)-O(1)              113.9(11) 
            O(1')-N(5)-O(1)              30.8(10) 
            O(3)-N(5)-O(1)              111.9(8) 
            O(2')-N(5)-O(3')            105.3(14) 
            O(2)-N(5)-O(3')             126.9(13) 
            O(1')-N(5)-O(3')            118.6(12) 
            O(3)-N(5)-O(3')              65.3(9) 
            O(1)-N(5)-O(3')             103.0(11) 
            N(3)-Ru(1)-N(1)             178.0(2) 
            N(3)-Ru(1)-N(4)              79.81(19) 
            N(1)-Ru(1)-N(4)             101.34(18) 
            N(3)-Ru(1)-N(2)              80.70(19) 
            N(1)-Ru(1)-N(2)              98.19(19) 
            N(4)-Ru(1)-N(2)             160.45(17) 
            N(3)-Ru(1)-Cl(1)             91.39(14) 
            N(1)-Ru(1)-Cl(1)             90.24(13) 
            N(4)-Ru(1)-Cl(1)             88.09(13) 
            N(2)-Ru(1)-Cl(1)             90.83(13) 
            N(3)-Ru(1)-Cl(2)             89.97(13) 
            N(1)-Ru(1)-Cl(2)             88.41(14) 
            N(4)-Ru(1)-Cl(2)             91.25(13) 
            N(2)-Ru(1)-Cl(2)             90.29(13) 
            Cl(1)-Ru(1)-Cl(2)           178.36(6) 
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 trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6  
 
Empirical formula  C28 H20 Cl N4 O2 Ru, F6 P, 0.5(C2 H3 N), 2(H2 O) 
Formula weight                    782.53 
Temperature                       100(2) K 
Wavelength                        0.71073 A 
Crystal system, space group       Triclinic,  P -1 
Unit cell dimensions     a = 8.1415(6) A  alpha = 94.482(2) deg. 
                                      b = 11.4934(7) A beta = 95.417(2) deg. 
                                      c = 16.4051(11) A gamma = 97.154(2) deg. 
Volume                            1510.04(18) A^3 
Z, Calculated density             2,  1.721 Mg/m^3 
Absorption coefficient            0.742 mm^-1 
F(000)                            786 
Crystal size                      0.200 x 0.040 x 0.020 mm 
Theta range for data collection   1.252 to 26.494 deg. 
Limiting indices                  -10<=h<=10, -14<=k<=14, -20<=l<=20 
Reflections collected / unique    48609 / 6221 [R(int) = 0.0692] 
Completeness to theta = 25.242    99.9 % 
Refinement method                 Full-matrix least-squares on F^2 
Data / restraints / parameters    6221 / 125 / 510 
Goodness-of-fit on F^2            1.153 
Final R indices [I>2sigma(I)]     R1 = 0.0369, wR2 = 0.0926 
R indices (all data)              R1 = 0.0513, wR2 = 0.1042 
Largest diff. peak and hole       0.741 and -0.640 e.A^-3 
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Coordonnées 
 
U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized Uij 
tensor 
    
_______________________________________________________________________ 
  
                         x             y             z           U(eq) 
         
_______________________________________________________________________ 
  
          C(1)         5033(4)       3687(3)       1358(2)       22(1) 
          C(2)         3900(4)       3017(3)       1769(2)       26(1) 
          C(3)         3712(4)       3376(3)       2562(2)       25(1) 
          C(4)         4611(4)       4421(3)       2937(2)       22(1) 
          C(5)         5693(4)       5073(3)       2497(2)       19(1) 
          C(6)         6615(4)       6232(3)       2814(2)       17(1) 
          C(7)         6466(4)       6863(3)       3542(2)       19(1) 
          C(8)         7309(4)       8009(3)       3730(2)       18(1) 
          C(9)         8282(4)       8485(3)       3134(2)       18(1) 
          C(10)        8412(4)       7819(3)       2408(2)       16(1) 
          C(11)        9318(4)       8185(3)       1708(2)       17(1) 
          C(12)       10158(4)       9298(3)       1686(2)       21(1) 
          C(13)       10970(4)       9545(3)        999(2)       24(1) 
          C(14)       10924(4)       8692(3)        358(2)       23(1) 
          C(15)       10031(4)       7598(3)        403(2)       19(1) 
          C(16)        7136(4)       8709(3)       4506(2)       20(1) 
          C(17)        6251(4)       8196(3)       5119(2)       23(1) 
          C(18)        6008(5)       8842(3)       5830(2)       25(1) 
          C(19)        6675(4)      10016(3)       5950(2)       21(1) 
          C(20)        6648(4)      10923(3)       6639(2)       22(1) 
          C(21)        5915(4)      10836(3)       7381(2)       26(1) 
          C(22)        6118(4)      11844(3)       7936(2)       26(1) 
          C(23)        7006(4)      12876(3)       7749(2)       25(1) 
          C(24)        7699(4)      12960(3)       7010(2)       26(1) 
          C(25)        7507(4)      11971(3)       6461(2)       24(1) 
          C(26)        8111(4)      11827(3)       5613(2)       24(1) 
          C(27)        7562(4)      10542(3)       5359(2)       22(1) 
          C(28)        7791(4)       9894(3)       4638(2)       21(1) 
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          Cl(1)        7573(1)       4791(1)       -135(1)       22(1) 
          P(1)         8940(1)       2419(1)       3006(1)       29(1) 
          F(1)        10167(13)      2032(11)      2383(7)       48(3) 
          F(2)         7842(14)      1153(7)       2858(8)       39(2) 
          F(3)         7626(10)      2861(9)       3619(5)       49(2) 
          F(4)         9956(14)      3725(8)       3165(8)       47(3) 
          F(5)         9967(8)       2039(9)       3785(6)       59(3) 
          F(6)         7819(11)      2856(7)       2269(4)       36(2) 
          F(1')        9860(20)      2156(19)      2178(9)       47(4) 
          F(2')        7620(20)      1269(12)      2669(11)      40(3) 
          F(3')        8066(19)      2557(13)      3800(7)       49(3) 
          F(4')       10340(20)      3504(12)      3289(11)      46(4) 
          F(5')       10124(10)      1509(10)      3410(8)       45(3) 
          F(6')        7886(17)      3203(13)      2501(10)      52(3) 
          N(1)         9373(4)       5034(2)       1523(2)       18(1) 
          N(2)         5919(3)       4692(2)       1711(2)       18(1) 
          N(3)         7623(3)       6709(2)       2282(2)       16(1) 
          N(4)         9236(3)       7348(2)       1062(2)       16(1) 
          N(5)         3646(11)      5262(7)       4899(4)       45(2) 
          C(29)        2317(14)      5095(7)       4961(5)       42(2) 
          C(30)         509(13)      4946(15)      5059(11)      68(4) 
          O(1)        10441(3)       4490(2)       1653(2)       29(1) 
          O(2)         5940(3)       6668(2)        803(1)       18(1) 
          O(3)         6347(3)       8654(2)         -2(2)       28(1) 
          O(4)         6213(4)        682(3)       1012(2)       40(1) 
          Ru(1)        7713(1)       5802(1)       1213(1)       14(1) 
         
_______________________________________________________________________ 
  
Distances 
 
            C(1)-N(2)                     1.341(4) 
            C(1)-C(2)                     1.386(5) 
            C(1)-H(1)                     0.9500 
            C(2)-C(3)                     1.362(5) 
            C(2)-H(2)                     0.9500 
            C(3)-C(4)                     1.392(5) 
            C(3)-H(3)                     0.9500 
            C(4)-C(5)                     1.378(5) 
            C(4)-H(4)                     0.9500 
            C(5)-N(2)                     1.366(4) 
            C(5)-C(6)                     1.475(5) 
            C(6)-N(3)                     1.354(4) 
            C(6)-C(7)                     1.372(5) 
            C(7)-C(8)                     1.405(5) 
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            C(7)-H(7)                     0.9500 
            C(8)-C(9)                     1.415(5) 
            C(8)-C(16)                    1.479(5) 
            C(9)-C(10)                    1.384(4) 
            C(9)-H(9)                     0.9500 
            C(10)-N(3)                    1.347(4) 
            C(10)-C(11)                   1.483(5) 
            C(11)-N(4)                    1.365(4) 
            C(11)-C(12)                   1.377(5) 
            C(12)-C(13)                   1.390(5) 
            C(12)-H(12)                   0.9500 
            C(13)-C(14)                   1.375(5) 
            C(13)-H(13)                   0.9500 
            C(14)-C(15)                   1.382(5) 
            C(14)-H(14)                   0.9500 
            C(15)-N(4)                    1.344(4) 
            C(15)-H(15)                   0.9500 
            C(16)-C(28)                   1.392(5) 
            C(16)-C(17)                   1.415(5) 
            C(17)-C(18)                   1.378(5) 
            C(17)-H(17)                   0.9500 
            C(18)-C(19)                   1.383(5) 
            C(18)-H(18)                   0.9500 
            C(19)-C(27)                   1.393(5) 
            C(19)-C(20)                   1.479(5) 
            C(20)-C(25)                   1.381(5) 
            C(20)-C(21)                   1.411(5) 
            C(21)-C(22)                   1.399(5) 
            C(21)-H(21)                   0.9500 
            C(22)-C(23)                   1.382(5) 
            C(22)-H(22)                   0.9500 
            C(23)-C(24)                   1.390(5) 
            C(23)-H(23)                   0.9500 
            C(24)-C(25)                   1.377(5) 
            C(24)-H(24)                   0.9500 
            C(25)-C(26)                   1.523(5) 
            C(26)-C(27)                   1.503(5) 
            C(26)-H(26A)                  0.9900 
            C(26)-H(26B)                  0.9900 
            C(27)-C(28)                   1.389(5) 
            C(28)-H(28)                   0.9500 
            Cl(1)-Ru(1)                   2.4020(8) 
            P(1)-F(3')                    1.549(9) 
            P(1)-F(6')                    1.553(10) 
            P(1)-F(1)                     1.572(7) 
            P(1)-F(5)                     1.580(5) 
            P(1)-F(4')                    1.589(10) 
            P(1)-F(6)                     1.596(6) 
            P(1)-F(2)                     1.598(7) 
            P(1)-F(4)                     1.611(7) 
            P(1)-F(2')                    1.619(10) 
            P(1)-F(3)                     1.635(7) 
            P(1)-F(1')                    1.640(10) 
            P(1)-F(5')                    1.643(7) 
            N(1)-O(1)                     1.147(4) 
            N(1)-Ru(1)                    1.761(3) 
            N(2)-Ru(1)                    2.086(3) 
            N(3)-Ru(1)                    1.981(3) 
            N(4)-Ru(1)                    2.081(3) 
            N(5)-C(29)                    1.090(12) 
            C(29)-C(30)                   1.486(15) 
            C(30)-H(30A)                  0.9800 
            C(30)-H(30B)                  0.9800 
            C(30)-H(30C)                  0.9800 
            O(2)-Ru(1)                    1.950(2) 
            O(2)-H(2A)                    0.830(10) 
            O(3)-H(3A)                    0.841(10) 
            O(3)-H(3B)                    0.843(10) 
            O(4)-H(4A)                    0.851(10) 
            O(4)-H(4B)                    0.843(10) 
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Angles 
 
            N(2)-C(1)-C(2)              122.0(3) 
            N(2)-C(1)-H(1)              119.0 
            C(2)-C(1)-H(1)              119.0 
            C(3)-C(2)-C(1)              118.9(3) 
            C(3)-C(2)-H(2)              120.5 
            C(1)-C(2)-H(2)              120.5 
            C(2)-C(3)-C(4)              120.0(3) 
            C(2)-C(3)-H(3)              120.0 
            C(4)-C(3)-H(3)              120.0 
            C(5)-C(4)-C(3)              119.0(3) 
            C(5)-C(4)-H(4)              120.5 
            C(3)-C(4)-H(4)              120.5 
            N(2)-C(5)-C(4)              120.9(3) 
            N(2)-C(5)-C(6)              115.6(3) 
            C(4)-C(5)-C(6)              123.4(3) 
            N(3)-C(6)-C(7)              119.5(3) 
            N(3)-C(6)-C(5)              113.5(3) 
            C(7)-C(6)-C(5)              126.9(3) 
            C(6)-C(7)-C(8)              120.7(3) 
            C(6)-C(7)-H(7)              119.6 
            C(8)-C(7)-H(7)              119.6 
            C(7)-C(8)-C(9)              117.4(3) 
            C(7)-C(8)-C(16)             121.3(3) 
            C(9)-C(8)-C(16)             121.3(3) 
            C(10)-C(9)-C(8)             120.3(3) 
            C(10)-C(9)-H(9)             119.8 
            C(8)-C(9)-H(9)              119.8 
            N(3)-C(10)-C(9)             119.2(3) 
            N(3)-C(10)-C(11)            113.1(3) 
            C(9)-C(10)-C(11)            127.7(3) 
            N(4)-C(11)-C(12)            121.2(3) 
            N(4)-C(11)-C(10)            115.5(3) 
            C(12)-C(11)-C(10)           123.3(3) 
            C(11)-C(12)-C(13)           118.5(3) 
            C(11)-C(12)-H(12)           120.8 
            C(13)-C(12)-H(12)           120.8 
            C(14)-C(13)-C(12)           120.2(3) 
            C(14)-C(13)-H(13)           119.9 
            C(12)-C(13)-H(13)           119.9 
            C(13)-C(14)-C(15)           118.9(3) 
            C(13)-C(14)-H(14)           120.5 
            C(15)-C(14)-H(14)           120.5 
            N(4)-C(15)-C(14)            121.5(3) 
            N(4)-C(15)-H(15)            119.3 
            C(14)-C(15)-H(15)           119.3 
            C(28)-C(16)-C(17)           118.5(3) 
            C(28)-C(16)-C(8)            120.8(3) 
            C(17)-C(16)-C(8)            120.6(3) 
            C(18)-C(17)-C(16)           121.7(3) 
            C(18)-C(17)-H(17)           119.1 
            C(16)-C(17)-H(17)           119.1 
            C(17)-C(18)-C(19)           118.8(3) 
            C(17)-C(18)-H(18)           120.6 
            C(19)-C(18)-H(18)           120.6 
            C(18)-C(19)-C(27)           120.7(3) 
            C(18)-C(19)-C(20)           131.6(3) 
            C(27)-C(19)-C(20)           107.7(3) 
            C(25)-C(20)-C(21)           121.1(3) 
            C(25)-C(20)-C(19)           109.0(3) 
            C(21)-C(20)-C(19)           129.9(3) 
            C(22)-C(21)-C(20)           117.5(3) 
            C(22)-C(21)-H(21)           121.2 
            C(20)-C(21)-H(21)           121.2 
            C(23)-C(22)-C(21)           120.2(3) 
            C(23)-C(22)-H(22)           119.9 
            C(21)-C(22)-H(22)           119.9 
            C(22)-C(23)-C(24)           122.0(3) 
            C(22)-C(23)-H(23)           119.0 
            C(24)-C(23)-H(23)           119.0 
            C(25)-C(24)-C(23)           118.2(4) 
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            C(25)-C(24)-H(24)           120.9 
            C(23)-C(24)-H(24)           120.9 
            C(24)-C(25)-C(20)           121.0(3) 
            C(24)-C(25)-C(26)           128.9(3) 
            C(20)-C(25)-C(26)           110.1(3) 
            C(27)-C(26)-C(25)           102.1(3) 
            C(27)-C(26)-H(26A)          111.3 
            C(25)-C(26)-H(26A)          111.3 
            C(27)-C(26)-H(26B)          111.3 
            C(25)-C(26)-H(26B)          111.3 
            H(26A)-C(26)-H(26B)         109.2 
            C(28)-C(27)-C(19)           120.5(3) 
            C(28)-C(27)-C(26)           128.5(3) 
            C(19)-C(27)-C(26)           111.0(3) 
            C(27)-C(28)-C(16)           119.7(3) 
            C(27)-C(28)-H(28)           120.1 
            C(16)-C(28)-H(28)           120.1 
            F(3')-P(1)-F(6')             96.2(6) 
            F(1)-P(1)-F(5)               94.8(5) 
            F(3')-P(1)-F(4')             93.7(8) 
            F(6')-P(1)-F(4')             91.3(7) 
            F(1)-P(1)-F(6)               89.8(5) 
            F(5)-P(1)-F(6)              175.4(4) 
            F(1)-P(1)-F(2)               91.3(6) 
            F(5)-P(1)-F(2)               91.3(4) 
            F(6)-P(1)-F(2)               89.6(4) 
            F(1)-P(1)-F(4)               91.4(6) 
            F(5)-P(1)-F(4)               90.1(4) 
            F(6)-P(1)-F(4)               88.8(5) 
            F(2)-P(1)-F(4)              176.9(7) 
            F(3')-P(1)-F(2')             90.6(9) 
            F(6')-P(1)-F(2')             90.2(7) 
            F(4')-P(1)-F(2')            175.2(10) 
            F(1)-P(1)-F(3)              177.1(5) 
            F(5)-P(1)-F(3)               88.0(4) 
            F(6)-P(1)-F(3)               87.5(4) 
            F(2)-P(1)-F(3)               89.5(6) 
            F(4)-P(1)-F(3)               87.7(6) 
            F(3')-P(1)-F(1')            175.3(9) 
            F(6')-P(1)-F(1')             87.4(7) 
            F(4')-P(1)-F(1')             89.3(9) 
            F(2')-P(1)-F(1')             86.3(9) 
            F(3')-P(1)-F(5')             91.7(5) 
            F(6')-P(1)-F(5')            171.6(5) 
            F(4')-P(1)-F(5')             90.9(7) 
            F(2')-P(1)-F(5')             87.0(6) 
            F(1')-P(1)-F(5')             84.6(6) 
            O(1)-N(1)-Ru(1)             173.8(3) 
            C(1)-N(2)-C(5)              119.2(3) 
            C(1)-N(2)-Ru(1)             128.0(2) 
            C(5)-N(2)-Ru(1)             112.8(2) 
            C(10)-N(3)-C(6)             122.7(3) 
            C(10)-N(3)-Ru(1)            118.6(2) 
            C(6)-N(3)-Ru(1)             118.2(2) 
            C(15)-N(4)-C(11)            119.6(3) 
            C(15)-N(4)-Ru(1)            127.2(2) 
            C(11)-N(4)-Ru(1)            113.1(2) 
            N(5)-C(29)-C(30)            176.5(11) 
            C(29)-C(30)-H(30A)          109.5 
            C(29)-C(30)-H(30B)          109.5 
            H(30A)-C(30)-H(30B)         109.5 
            C(29)-C(30)-H(30C)          109.5 
            H(30A)-C(30)-H(30C)         109.5 
            H(30B)-C(30)-H(30C)         109.5 
            Ru(1)-O(2)-H(2A)            115(3) 
            H(3A)-O(3)-H(3B)            100(4) 
            H(4A)-O(4)-H(4B)            117(4) 
            N(1)-Ru(1)-O(2)             176.27(11) 
            N(1)-Ru(1)-N(3)              97.43(12) 
            O(2)-Ru(1)-N(3)              85.36(10) 
            N(1)-Ru(1)-N(4)              94.65(11) 
            O(2)-Ru(1)-N(4)              83.39(10) 
            N(3)-Ru(1)-N(4)              79.51(11) 
            N(1)-Ru(1)-N(2)              94.75(11) 
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            O(2)-Ru(1)-N(2)              88.18(10) 
            N(3)-Ru(1)-N(2)              79.64(11) 
            N(4)-Ru(1)-N(2)             158.06(11) 
            N(1)-Ru(1)-Cl(1)             88.47(9) 
            O(2)-Ru(1)-Cl(1)             88.76(7) 
            N(3)-Ru(1)-Cl(1)            174.08(8) 
            N(4)-Ru(1)-Cl(1)            100.55(8) 
            N(2)-Ru(1)-Cl(1)             99.48(8) 
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 trans (NO,OH)-[RuFMeFMeT(Cl)(OH)(NO)]PF6  
Empirical formula           C45 H35 Cl2 N4 O Ru, F6 P, 2(C2 H3 N)  
Formula weight                    1046.82 
Temperature                       100(2) K 
Wavelength                        0.71073 A 
Crystal system, space group       Triclinic,  P -1 
Unit cell dimensions     a = 11.6939(12) A   alpha = 74.716(3) deg. 
                                  b = 13.6871(13) A    beta = 73.022(4) deg. 
                                      c = 16.3467(16) A   gamma = 64.856(4) deg. 
Volume                            2235.6(4) A^3 
Z, Calculated density             2,  1.555 Mg/m^3 
Absorption coefficient            0.577 mm^-1 
F(000)                            1064 
Crystal size                      0.120 x 0.120 x 0.060 mm 
Theta range for data collection   1.966 to 29.130 deg. 
Limiting indices                  -16<=h<=16, -18<=k<=18,  -22<=l<=22 
Reflections collected / unique    80026 / 11986 [R(int) = 0.0632] 
Completeness to theta = 25.242    99.4 % 
Refinement method                 Full-matrix least-squares on F^2 
Data / restraints / parameters    11986 / 0 / 601 
Goodness-of-fit on F^2            1.079 
Final R indices [I>2sigma(I)]     R1 = 0.0442, wR2 = 0.1172 
R indices (all data)              R1 = 0.0591, wR2 = 0.1269 
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Largest diff. peak and hole       1.721 and -1.078 e.A^-3 
 
Coordonnées 
U(eq) is defined as one third of the trace of the orthogonalized 
         Uij tensor. 
  
         
_______________________________________________________________________ 
  
                         x             y             z           U(eq) 
         
_______________________________________________________________________ 
  
          C(1)        13580(3)       4241(2)       4412(2)       21(1) 
          C(2)        13751(3)       3173(2)       4415(2)       24(1) 
          C(3)        12841(3)       2759(2)       4947(2)       24(1) 
          C(4)        11766(3)       3436(2)       5460(2)       20(1) 
          C(5)        11640(2)       4494(2)       5432(2)       17(1) 
          C(6)        10542(2)       5276(2)       5950(2)       15(1) 
          C(7)         9451(2)       5118(2)       6483(2)       17(1) 
          C(8)         8496(2)       5947(2)       6938(2)       16(1) 
          C(9)         8694(2)       6926(2)       6835(2)       16(1) 
          C(10)        9794(2)       7045(2)       6288(2)       15(1) 
          C(11)       10149(2)       8002(2)       6120(2)       15(1) 
          C(12)        9387(3)       8930(2)       6494(2)       18(1) 
          C(13)        9811(3)       9792(2)       6302(2)       20(1) 
          C(14)       10990(3)       9688(2)       5749(2)       21(1) 
          C(15)       11720(3)       8737(2)       5396(2)       18(1) 
          C(16)        7310(2)       5825(2)       7507(2)       16(1) 
          C(17)        6244(3)       6749(2)       7772(2)       21(1) 
          C(18)        5111(3)       6668(2)       8290(2)       21(1) 
          C(19)        5020(3)       5644(2)       8548(2)       17(1) 
          C(20)        3962(3)       5316(2)       9086(2)       17(1) 
          C(21)        2732(3)       5917(2)       9507(2)       20(1) 
          C(22)        1932(3)       5374(2)      10008(2)       20(1) 
          C(23)        2327(3)       4238(2)      10105(2)       16(1) 
          C(24)        3561(3)       3646(2)       9662(2)       18(1) 
          C(25)        4370(3)       4182(2)       9155(2)       17(1) 
          C(26)        5715(3)       3707(2)       8606(2)       18(1) 
          C(27)        6066(3)       4717(2)       8278(2)       16(1) 
          C(28)        7210(3)       4790(2)       7768(2)       17(1) 
          C(29)        6648(3)       2799(2)       9135(2)       28(1) 
          C(30)        5665(3)       3286(3)       7836(2)       27(1) 
          C(31)        1438(3)       3677(2)      10627(2)       17(1) 
          C(32)         335(3)       4193(2)      11233(2)       19(1) 
          C(33)        -536(3)       3695(2)      11693(2)       19(1) 
          C(34)        -301(3)       2656(2)      11568(2)       18(1) 
          C(35)       -1034(3)       1938(2)      11931(2)       19(1) 
          C(36)       -2229(3)       2106(3)      12500(2)       23(1) 
          C(37)       -2691(3)       1261(3)      12739(2)       27(1) 
          C(38)       -1993(3)        285(3)      12422(2)       28(1) 
          C(39)        -803(3)        120(3)      11843(2)       28(1) 
          C(40)        -341(3)        962(2)      11593(2)       22(1) 
          C(41)         903(3)        989(2)      10962(2)       23(1) 
          C(42)         811(3)       2120(2)      10989(2)       19(1) 
          C(43)        1665(3)       2625(2)      10518(2)       20(1) 
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          C(44)        2095(3)         94(3)      11278(2)       30(1) 
          C(45)         910(4)        880(3)      10050(2)       35(1) 
          C(46)        5526(3)       9727(3)        976(2)       32(1) 
          C(47)        5513(5)      10767(3)       1062(3)       47(1) 
          C(48)        1377(4)       2947(3)       7867(2)       39(1) 
          C(49)        2518(4)       3166(4)       7807(3)       48(1) 
          N(1)        13711(2)       6656(2)       4421(2)       19(1) 
          N(2)        12553(2)       4889(2)       4917(2)       17(1) 
          N(3)        10679(2)       6232(2)       5856(1)       15(1) 
          N(4)        11312(2)       7904(2)       5573(1)       16(1) 
          N(5)         5566(3)       8923(3)        879(2)       39(1) 
          N(6)          481(4)       2801(3)       7900(3)       57(1) 
          O(1)        14582(2)       6807(2)       4077(2)       30(1) 
          F(1)         5492(2)       9136(2)       3028(2)       61(1) 
          F(2)         3464(2)       9147(2)       3513(1)       41(1) 
          F(3)         2932(2)      10517(2)       4258(1)       38(1) 
          F(4)         4937(3)      10506(3)       3762(2)       71(1) 
          F(5)         4632(2)       8929(2)       4474(2)       55(1) 
          F(6)         3754(2)      10699(2)       2820(2)       53(1) 
          P(1)         4220(1)       9817(1)       3649(1)       34(1) 
          Cl(1)       13254(1)       5599(1)       6280(1)       22(1) 
          Cl(2)       11072(1)       7243(1)       3959(1)       22(1) 
          Ru(1)       12257(1)       6450(1)       5077(1)       15(1) 
         
_______________________________________________________________________ 
 
Distances 
 
            C(1)-N(2)                     1.346(3) 
            C(1)-C(2)                     1.387(4) 
            C(1)-H(1)                     0.9500 
            C(2)-C(3)                     1.385(4) 
            C(2)-H(2)                     0.9500 
            C(3)-C(4)                     1.395(4) 
            C(3)-H(3)                     0.9500 
            C(4)-C(5)                     1.381(4) 
            C(4)-H(4)                     0.9500 
            C(5)-N(2)                     1.367(3) 
            C(5)-C(6)                     1.479(4) 
            C(6)-N(3)                     1.347(3) 
            C(6)-C(7)                     1.386(3) 
            C(7)-C(8)                     1.404(4) 
            C(7)-H(7)                     0.9500 
            C(8)-C(9)                     1.414(3) 
            C(8)-C(16)                    1.475(3) 
            C(9)-C(10)                    1.382(3) 
            C(9)-H(9)                     0.9500 
            C(10)-N(3)                    1.348(3) 
            C(10)-C(11)                   1.474(3) 
            C(11)-N(4)                    1.366(3) 
            C(11)-C(12)                   1.382(4) 
            C(12)-C(13)                   1.395(4) 
            C(12)-H(12)                   0.9500 
            C(13)-C(14)                   1.382(4) 
            C(13)-H(13)                   0.9500 
            C(14)-C(15)                   1.385(4) 
            C(14)-H(14)                   0.9500 
            C(15)-N(4)                    1.349(3) 
            C(15)-H(15)                   0.9500 
            C(16)-C(17)                   1.406(4) 
            C(16)-C(28)                   1.412(4) 
            C(17)-C(18)                   1.380(4) 
            C(17)-H(17)                   0.9500 
            C(18)-C(19)                   1.394(4) 
            C(18)-H(18)                   0.9500 
            C(19)-C(27)                   1.401(4) 
            C(19)-C(20)                   1.461(3) 
            C(20)-C(21)                   1.392(4) 
            C(20)-C(25)                   1.400(4) 
            C(21)-C(22)                   1.386(4) 
            C(21)-H(21)                   0.9500 
            C(22)-C(23)                   1.399(4) 
            C(22)-H(22)                   0.9500 
            C(23)-C(24)                   1.403(4) 
            C(23)-C(31)                   1.489(3) 
            C(24)-C(25)                   1.389(3) 
            C(24)-H(24)                   0.9500 
            C(25)-C(26)                   1.522(4) 
            C(26)-C(29)                   1.521(4) 
            C(26)-C(27)                   1.526(3) 
            C(26)-C(30)                   1.540(4) 
            C(27)-C(28)                   1.383(3) 
            C(28)-H(28)                   0.9500 
            C(29)-H(29A)                  0.9800 
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            C(29)-H(29B)                  0.9800 
            C(29)-H(29C)                  0.9800 
            C(30)-H(30A)                  0.9800 
            C(30)-H(30B)                  0.9800 
            C(30)-H(30C)                  0.9800 
            C(31)-C(43)                   1.399(4) 
            C(31)-C(32)                   1.411(4) 
            C(32)-C(33)                   1.393(4) 
            C(32)-H(32)                   0.9500 
            C(33)-C(34)                   1.388(4) 
            C(33)-H(33)                   0.9500 
            C(34)-C(42)                   1.400(4) 
            C(34)-C(35)                   1.471(3) 
            C(35)-C(36)                   1.397(4) 
            C(35)-C(40)                   1.398(4) 
            C(36)-C(37)                   1.397(4) 
            C(36)-H(36)                   0.9500 
            C(37)-C(38)                   1.383(5) 
            C(37)-H(37)                   0.9500 
            C(38)-C(39)                   1.400(4) 
            C(38)-H(38)                   0.9500 
            C(39)-C(40)                   1.393(4) 
            C(39)-H(39)                   0.9500 
            C(40)-C(41)                   1.526(4) 
            C(41)-C(42)                   1.517(4) 
            C(41)-C(44)                   1.532(5) 
            C(41)-C(45)                   1.535(4) 
            C(42)-C(43)                   1.387(4) 
            C(43)-H(43)                   0.9500 
            C(44)-H(44A)                  0.9800 
            C(44)-H(44B)                  0.9800 
            C(44)-H(44C)                  0.9800 
            C(45)-H(45A)                  0.9800 
            C(45)-H(45B)                  0.9800 
            C(45)-H(45C)                  0.9800 
            C(46)-N(5)                    1.132(5) 
            C(46)-C(47)                   1.460(5) 
            C(47)-H(47A)                  0.9800 
            C(47)-H(47B)                  0.9800 
            C(47)-H(47C)                  0.9800 
            C(48)-N(6)                    1.130(5) 
            C(48)-C(49)                   1.459(6) 
            C(49)-H(49A)                  0.9800 
            C(49)-H(49B)                  0.9800 
            C(49)-H(49C)                  0.9800 
            N(1)-O(1)                     1.085(3) 
            N(1)-Ru(1)                    1.819(2) 
            N(2)-Ru(1)                    2.089(2) 
            N(3)-Ru(1)                    2.003(2) 
            N(4)-Ru(1)                    2.074(2) 
            F(1)-P(1)                     1.597(2) 
            F(2)-P(1)                     1.607(2) 
            F(3)-P(1)                     1.605(2) 
            F(4)-P(1)                     1.576(3) 
            F(5)-P(1)                     1.596(3) 
            F(6)-P(1)                     1.613(3) 
            Cl(1)-Ru(1)                   2.3589(7) 
            Cl(2)-Ru(1)                   2.3651(8) 
  
Angles 
 
            N(2)-C(1)-C(2)              121.7(3) 
            N(2)-C(1)-H(1)              119.1 
            C(2)-C(1)-H(1)              119.1 
            C(3)-C(2)-C(1)              119.5(3) 
            C(3)-C(2)-H(2)              120.3 
            C(1)-C(2)-H(2)              120.3 
            C(2)-C(3)-C(4)              118.9(3) 
            C(2)-C(3)-H(3)              120.6 
            C(4)-C(3)-H(3)              120.6 
            C(5)-C(4)-C(3)              119.4(3) 
            C(5)-C(4)-H(4)              120.3 
            C(3)-C(4)-H(4)              120.3 
            N(2)-C(5)-C(4)              121.4(2) 
            N(2)-C(5)-C(6)              114.9(2) 
            C(4)-C(5)-C(6)              123.8(2) 
            N(3)-C(6)-C(7)              120.1(2) 
            N(3)-C(6)-C(5)              112.8(2) 
            C(7)-C(6)-C(5)              127.1(2) 
            C(6)-C(7)-C(8)              120.0(2) 
            C(6)-C(7)-H(7)              120.0 
            C(8)-C(7)-H(7)              120.0 
            C(7)-C(8)-C(9)              117.9(2) 
            C(7)-C(8)-C(16)             122.2(2) 
            C(9)-C(8)-C(16)             119.9(2) 
            C(10)-C(9)-C(8)             119.7(2) 
            C(10)-C(9)-H(9)             120.1 
            C(8)-C(9)-H(9)              120.1 
            N(3)-C(10)-C(9)             120.3(2) 
            N(3)-C(10)-C(11)            113.4(2) 
            C(9)-C(10)-C(11)            126.3(2) 
            N(4)-C(11)-C(12)            121.7(2) 
            N(4)-C(11)-C(10)            115.0(2) 
            C(12)-C(11)-C(10)           123.3(2) 
            C(11)-C(12)-C(13)           119.2(2) 
            C(11)-C(12)-H(12)           120.4 
            C(13)-C(12)-H(12)           120.4 
            C(14)-C(13)-C(12)           119.0(3) 
            C(14)-C(13)-H(13)           120.5 
            C(12)-C(13)-H(13)           120.5 
            C(13)-C(14)-C(15)           119.5(2) 
            C(13)-C(14)-H(14)           120.2 
            C(15)-C(14)-H(14)           120.2 
            N(4)-C(15)-C(14)            121.9(2) 
            N(4)-C(15)-H(15)            119.1 
            C(14)-C(15)-H(15)           119.1 
            C(17)-C(16)-C(28)           119.0(2) 
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            C(17)-C(16)-C(8)            120.1(2) 
            C(28)-C(16)-C(8)            120.9(2) 
            C(18)-C(17)-C(16)           121.7(2) 
            C(18)-C(17)-H(17)           119.1 
            C(16)-C(17)-H(17)           119.1 
            C(17)-C(18)-C(19)           119.0(3) 
            C(17)-C(18)-H(18)           120.5 
            C(19)-C(18)-H(18)           120.5 
            C(18)-C(19)-C(27)           120.0(2) 
            C(18)-C(19)-C(20)           131.0(3) 
            C(27)-C(19)-C(20)           109.0(2) 
            C(21)-C(20)-C(25)           120.2(2) 
            C(21)-C(20)-C(19)           131.5(2) 
            C(25)-C(20)-C(19)           108.2(2) 
            C(22)-C(21)-C(20)           119.0(3) 
            C(22)-C(21)-H(21)           120.5 
            C(20)-C(21)-H(21)           120.5 
            C(21)-C(22)-C(23)           121.9(3) 
            C(21)-C(22)-H(22)           119.0 
            C(23)-C(22)-H(22)           119.0 
            C(22)-C(23)-C(24)           118.4(2) 
            C(22)-C(23)-C(31)           120.9(2) 
            C(24)-C(23)-C(31)           120.6(2) 
            C(25)-C(24)-C(23)           120.3(2) 
            C(25)-C(24)-H(24)           119.9 
            C(23)-C(24)-H(24)           119.9 
            C(24)-C(25)-C(20)           120.2(2) 
            C(24)-C(25)-C(26)           128.8(2) 
            C(20)-C(25)-C(26)           111.0(2) 
            C(29)-C(26)-C(25)           112.1(2) 
            C(29)-C(26)-C(27)           112.4(2) 
            C(25)-C(26)-C(27)           101.2(2) 
            C(29)-C(26)-C(30)           110.2(3) 
            C(25)-C(26)-C(30)           110.8(2) 
            C(27)-C(26)-C(30)           109.9(2) 
            C(28)-C(27)-C(19)           121.2(2) 
            C(28)-C(27)-C(26)           128.4(2) 
            C(19)-C(27)-C(26)           110.4(2) 
            C(27)-C(28)-C(16)           119.0(2) 
            C(27)-C(28)-H(28)           120.5 
            C(16)-C(28)-H(28)           120.5 
            C(26)-C(29)-H(29A)          109.5 
            C(26)-C(29)-H(29B)          109.5 
            H(29A)-C(29)-H(29B)         109.5 
            C(26)-C(29)-H(29C)          109.5 
            H(29A)-C(29)-H(29C)         109.5 
            H(29B)-C(29)-H(29C)         109.5 
            C(26)-C(30)-H(30A)          109.5 
            C(26)-C(30)-H(30B)          109.5 
            H(30A)-C(30)-H(30B)         109.5 
            C(26)-C(30)-H(30C)          109.5 
            H(30A)-C(30)-H(30C)         109.5 
            H(30B)-C(30)-H(30C)         109.5 
            C(43)-C(31)-C(32)           118.2(2) 
            C(43)-C(31)-C(23)           120.6(2) 
            C(32)-C(31)-C(23)           121.2(2) 
            C(33)-C(32)-C(31)           121.6(3) 
            C(33)-C(32)-H(32)           119.2 
            C(31)-C(32)-H(32)           119.2 
            C(34)-C(33)-C(32)           119.3(3) 
            C(34)-C(33)-H(33)           120.3 
            C(32)-C(33)-H(33)           120.3 
            C(33)-C(34)-C(42)           119.7(2) 
            C(33)-C(34)-C(35)           132.2(3) 
            C(42)-C(34)-C(35)           108.1(2) 
            C(36)-C(35)-C(40)           120.7(3) 
            C(36)-C(35)-C(34)           130.8(3) 
            C(40)-C(35)-C(34)           108.5(2) 
            C(37)-C(36)-C(35)           118.1(3) 
            C(37)-C(36)-H(36)           120.9 
            C(35)-C(36)-H(36)           120.9 
            C(38)-C(37)-C(36)           121.3(3) 
            C(38)-C(37)-H(37)           119.4 
            C(36)-C(37)-H(37)           119.4 
            C(37)-C(38)-C(39)           120.7(3) 
            C(37)-C(38)-H(38)           119.6 
            C(39)-C(38)-H(38)           119.6 
            C(40)-C(39)-C(38)           118.4(3) 
            C(40)-C(39)-H(39)           120.8 
            C(38)-C(39)-H(39)           120.8 
            C(39)-C(40)-C(35)           120.7(3) 
            C(39)-C(40)-C(41)           128.3(3) 
            C(35)-C(40)-C(41)           111.0(2) 
            C(42)-C(41)-C(40)           101.0(2) 
            C(42)-C(41)-C(44)           111.6(2) 
            C(40)-C(41)-C(44)           111.4(2) 
            C(42)-C(41)-C(45)           111.4(3) 
            C(40)-C(41)-C(45)           111.1(2) 
            C(44)-C(41)-C(45)           110.2(3) 
            C(43)-C(42)-C(34)           121.0(3) 
            C(43)-C(42)-C(41)           127.6(3) 
            C(34)-C(42)-C(41)           111.4(2) 
            C(42)-C(43)-C(31)           120.2(3) 
            C(42)-C(43)-H(43)           119.9 
            C(31)-C(43)-H(43)           119.9 
            C(41)-C(44)-H(44A)          109.5 
            C(41)-C(44)-H(44B)          109.5 
            H(44A)-C(44)-H(44B)         109.5 
            C(41)-C(44)-H(44C)          109.5 
            H(44A)-C(44)-H(44C)         109.5 
            H(44B)-C(44)-H(44C)         109.5 
            C(41)-C(45)-H(45A)          109.5 
            C(41)-C(45)-H(45B)          109.5 
            H(45A)-C(45)-H(45B)         109.5 
            C(41)-C(45)-H(45C)          109.5 
            H(45A)-C(45)-H(45C)         109.5 
            H(45B)-C(45)-H(45C)         109.5 
            N(5)-C(46)-C(47)            177.4(4) 
            C(46)-C(47)-H(47A)          109.5 
            C(46)-C(47)-H(47B)          109.5 
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            H(47A)-C(47)-H(47B)         109.5 
            C(46)-C(47)-H(47C)          109.5 
            H(47A)-C(47)-H(47C)         109.5 
            H(47B)-C(47)-H(47C)         109.5 
            N(6)-C(48)-C(49)            178.3(4) 
            C(48)-C(49)-H(49A)          109.5 
            C(48)-C(49)-H(49B)          109.5 
            H(49A)-C(49)-H(49B)         109.5 
            C(48)-C(49)-H(49C)          109.5 
            H(49A)-C(49)-H(49C)         109.5 
            H(49B)-C(49)-H(49C)         109.5 
            O(1)-N(1)-Ru(1)             174.9(2) 
            C(1)-N(2)-C(5)              119.1(2) 
            C(1)-N(2)-Ru(1)             126.15(18) 
            C(5)-N(2)-Ru(1)             114.54(18) 
            C(6)-N(3)-C(10)             121.9(2) 
            C(6)-N(3)-Ru(1)             119.58(18) 
            C(10)-N(3)-Ru(1)            118.49(17) 
            C(15)-N(4)-C(11)            118.8(2) 
            C(15)-N(4)-Ru(1)            126.81(18) 
            C(11)-N(4)-Ru(1)            114.39(17) 
            F(4)-P(1)-F(5)               92.25(17) 
            F(4)-P(1)-F(1)               90.45(16) 
            F(5)-P(1)-F(1)               90.97(15) 
            F(4)-P(1)-F(3)               89.56(14) 
            F(5)-P(1)-F(3)               90.08(14) 
            F(1)-P(1)-F(3)              178.95(15) 
            F(4)-P(1)-F(2)              178.18(17) 
            F(5)-P(1)-F(2)               89.50(13) 
            F(1)-P(1)-F(2)               90.01(15) 
            F(3)-P(1)-F(2)               89.94(12) 
            F(4)-P(1)-F(6)               89.92(16) 
            F(5)-P(1)-F(6)              177.63(15) 
            F(1)-P(1)-F(6)               89.96(14) 
            F(3)-P(1)-F(6)               88.99(12) 
            F(2)-P(1)-F(6)               88.32(14) 
            N(1)-Ru(1)-N(3)             176.90(10) 
            N(1)-Ru(1)-N(4)              99.68(9) 
            N(3)-Ru(1)-N(4)              78.71(9) 
            N(1)-Ru(1)-N(2)             103.53(9) 
            N(3)-Ru(1)-N(2)              78.02(9) 
            N(4)-Ru(1)-N(2)             156.72(9) 
            N(1)-Ru(1)-Cl(1)             90.93(8) 
            N(3)-Ru(1)-Cl(1)             86.44(7) 
            N(4)-Ru(1)-Cl(1)             90.64(7) 
            N(2)-Ru(1)-Cl(1)             87.35(7) 
            N(1)-Ru(1)-Cl(2)             95.16(8) 
            N(3)-Ru(1)-Cl(2)             87.49(7) 
            N(4)-Ru(1)-Cl(2)             89.24(6) 
            N(2)-Ru(1)-Cl(2)             90.33(7) 
            Cl(1)-Ru(1)-Cl(2)           173.84(2) 
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Annexe 4 : 
Résonance Paramagnétique Electronique 
 
A cause de sa faible durée de vie, la détection du radical NO• en RPE requiert 
l’utilisation d’un piégeur ou spin-trap. Dans ces travaux, le piégeur est un complexe de fer 
(II), avec deux ligands N-méthyl-D-glucamine dithiocarbamato (MGD-) : [Fe(MGD)2].
180 
 
 
Figure 4-1 : Réaction du piégeur de spin sur NO• 
 
Avant chaque analyse RPE, le piégeur doit être formé. Il est obtenu à partir de la 
complexation de la NaMGD sur un complexe de FeII. Pour avoir un bon rendement, 4 
équivalents de ligand sont utilisés. 
Une solution de sel de Mohr [FeII(NH4)2(SO4)].6H2O à 20 mM dans l’eau est préparée 
et 125 µL de cette solution sont ajoutés sur 3,1 mg de NaMGD. La formation du piégeur est 
visible car elle s’accompagne d’un changement de couleur du vert pâle (sel de Mohr) au 
marron. Cette étape est réalisée à l’abri de la lumière. 
 Ensuite 90 µL d’une solution de complexe de ruthénium à ligand nitrosyle de 
concentration de 1mM sont mélangés à 10 µL de la solution de piégeur. Ce mélange est 
ensuite placé dans un capillaire en quartz. Celui-ci est scellé avant d’être placé dans la cavité 
RPE.  
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Annexe 5 : 
Rendement quantique de NO• d’une réaction 
 
La capacité des complexes de ruthénium à ligand nitrosyle à libérer le radical NO• 
sous irradiation est caractérisée par le rendement quantique de NO•, noté ΦNO.  
Pour avoir accès à cette donnée, il s’agit de calculer le rendement quantique ΦA, du 
réactif A irradié par une longueur d’onde monochromatique, selon la réaction simplifiée et 
totale A  
h𝜈
→  B. ΦA est défini comme étant le rapport entre le nombre de moles de A ayant 
réagi sous irradiation sur le nombre de photons absorbés par A, tout cela par unité de temps et 
de volume. L’expression donnant ΦA est donc : 
ΦA = 
nombre de moles de A ayant réagi
nombre de moles de photons absorbés par A
 
Le rendement quantique est exprimé en mol/einstein (où 1 einstein représente 1 mole 
de photons), mais cette grandeur est souvent donnée sans unité. 
 
Etude cinétique d’une réaction photochimique 
 
La transformation d’un réactif A en photoproduit B par réaction photochimique (notée 
A  
h𝜈
→  B) peut être divisée en deux étapes que sont l’excitation de A par l’irradiation puis la 
réaction donnant B. La désexcitation de A* en A par des processus radiatifs doit également 
être prise en compte dans la cinétique de la réaction. 
La première étape est caractérisée par l’intensité du flux photonique absorbé par A, 
notée Ia
A. En effet, uniquement les photons absorbés permettent la réaction donc la vitesse est 
dépend du flux lumineux Ia
A, exprimé en mol.L-1.s-1. 
 
1) A  →  A*   ( Ia
A , en mol.L-1.s-1) 
 
Après avoir atteint son état excité, le réactif A* peut soit se désexciter en A selon 
l’étape élémentaire 2), soit donner le photoproduit B selon l’étape élémentaire 3), chacune 
caractérisée par sa constante de vitesse kd ou kr (en secondes
-1). 
 
2) A* → A   (kd , en s-1) 
3) A*  →  B   ( kr ,en s-1) 
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La vitesse de la réaction est égale à la vitesse de disparition de A, soit −
𝐝[𝐀]
𝐝𝐭
 elle peut 
s’écrire : 
𝐝[𝐀]
𝐝𝐭
= − Ia
A + kd [A*] 
Or, d’après l’AEQS (Approximation de l’Etat Quasi-Stationnaire) appliqué à l’état A*, 
de courte durée de vie, on peut écrire : 
𝐝[𝐀∗]
𝐝𝐭
= Ia
A – kd [A*] – kr [A*] = 0 et donc [A*] = Ia
A / (kr + kd). 
Ainsi, −
𝐝[𝐀]
𝐝𝐭
= 𝐝[𝐁]
𝐝𝐭
= IaA – kd [IaA / (kr + kd)] = IaA [kr / (kr + kd)] = IaA ΦA. 
 
Le rendement quantique de la réaction ΦA est posé comme étant le produit de 
l’intensité du flux lumineux et d’un rapport des constantes de vitesses des étapes élémentaires 
constituant la cinétique de la réaction photochimique, et donc : ΦA = −
d[A]
dt
Ia
A 
  . 
 
Détermination du nombre de photons absorbés par le réactif A Ia
A et résolution de la loi 
cinétique 
 
 L’intensité totale du flux lumineux absorbé, notée Ia, représente la différence entre le 
flux lumineux incident I0 et le flux lumineux transmis, ce qui s’écrit : 
Ia = I0 - I , avec I l’intensité du flux transmis. 
 Or d’après la loi de Beer-Lambert, l’absorbance totale (somme de l’absorbance de A et 
du photoproduit B) à une longueur d’onde donnée s’écrit : Atot = - log (I / I0). 
Ainsi, Ia = I0 (1-10
-A
tot). 
D’après l’additivité des absorbances, la fraction correspondant à l’absorbance de A 
uniquement s’écrit  AA / Atot, et AB / Atot pour la fraction relative à l’absorbance de B. Donc la 
fraction du flux photonique absorbée par A correspond à : Ia
A = Ia (AA / Atot). 
 
Grâce à cette relation, la loi cinétique de la réaction A  →  B peut être donnée par : 
 
−
𝐝[𝐀]
𝐝𝐭
= Ia
A ΦA = ΦA Ia (AA / Atot) = ΦA I0 (1-10-Atot) (AA / Atot) = ΦA I0 F AA , 
 
où F = (1-10-Atot) / Atot  est le facteur photocinétique de la réaction photochimique. 
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La résolution de cette équation différentielle se fait à l’aide du programme Sa3.3 
(Simulation Adjustment) mis au point par les Pr. Pimienta et Dr. Lavabre. Grâce au modèle de 
réaction totale A  →  B, l’évolution de l’absorbance au cours du temps peut être modélisée. 
Les concentrations initiales, les coefficients d’extinctions molaires et le flux de photons sont 
des constantes, alors que le rendement quantique est une variable. Le résultat de l’équation 
différentielle donne le produit ΦA I0, le flux lumineux incident doit donc être déterminé par 
ailleurs.191,192 
 
Détermination de l’intensité du flux lumineux incident I0 
 
L’intensité incidente est obtenue par actinométrie chimique. Il s’agit d’utiliser une 
réaction photochimique dont le rendement quantique est connu et dont l’inconnue est I0. 
Plusieurs actinomètres chimiques sont disponibles selon la gamme de longueurs 
d’onde pour laquelle le I0 doit être mesuré. L’actinomètre utilisé dans ces travaux est le 
ferrioxalate de potassium, qui permet la détermination de I0 pour des longueurs d’onde allant 
de l’ultraviolet jusqu’à 500 nm. La réaction photochimique sur ce complexe est la suivante : 
[Fe(C2O4)3]
3-  →  Fe2+  +  C2O4•-  +  2 C2O42- 
 
 L’évolution de l’absorbance de la solution de ferrioxalate de potassium en milieu acide 
sous irradiation permet de résoudre l’équation différentielle et de déterminer I0, grâce aux 
rendements quantiques connus dans la littérature : ΦNO
365 = 1,21 ; ΦNO
405 = 1,14, ΦNO
436 = 1,11 
 I0 est déterminé par actinométrie chimique avant chaque mesure photocinétique de 
complexe.189,190 
 
Données expérimentales des différents calculs de rendement quantique de NO• 
 
Les données expérimentales de chaque mesure de rendement quantique des complexes 
dans les différents solvants et à différentes longueurs d’onde sont regroupées dans des 
tableaux dans cette annexe. Pour chaque cas, sont mentionnés l’intensité du flux incident I0, la 
concentration du réactif [A]0 en début de réaction, celle du photoproduit en fin de réaction 
[B]f et les coefficients d’extinction molaire du réactif A et du produit B aux longueurs d’onde 
d’irradiation et d’observation : εA
irr, εB
irr, εA
obs et εB
obs. 
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Tableau 5-1 : Données expérimentales pour le calcul de ΦNO des trans (Cl,Cl)- et  cis 
(Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 dans CH3CN à 365 et 420 nm 
Composé 
trans (Cl,Cl)- 
λirr=365 nm 
cis (Cl,Cl)- 
λirr=365 nm 
trans (Cl,Cl)- 
λirr=420 nm 
cis (Cl,Cl)-  
λirr=420 nm 
I0 
(mol.L-1.s-1) 
9,66.10-6 9,66.10-6 6,08.10-6 6,08.10-6 
[A]0 
(mol.L-1) 
2,6.10-5 4,32.10-5 3,7.10-5 3,6.10-5 
[B]f 
(mol.L-1) 
2,6.10-5 4,32.10-5 3,7.10-5 3,59.10-5 
εA
irr 
(mol-1.L.cm-1) 
εA
365 = 13846 εA
365 = 21477 εA
420 = 21464 εA
420 = 16657 
εA
obs 
(mol-1.L.cm-1) 
εA
440 = 15046 εA
380 = 22877 εA
370 = 13568 εA
320 = 18579 
εB
irr 
(mol-1.L.cm-1) 
εB
365 = 21272 εB
365 = 22966 εB
420 = 12176 εB
420 = 12432 
εB
obs 
(mol-1.L.cm-1) 
εB
440 = 10230 εA
380 = 16626 εB
370 = 19412 εB
320 = 25926 
 
Tableau 5-2 : Données expérimentales pour le calcul de ΦNO des trans (Cl,Cl)- et  cis 
(Cl,Cl)-[RuFTCl2NO]PF6 et [RuFT(bpy)NO](PF6)3 dans CH3CN à 405 nm 
Composé 
trans (Cl,Cl)- 
λirr=405 nm 
cis (Cl,Cl)- 
λirr=405 nm 
[RuFT(bpy)NO](PF6)3 
λirr=405 nm 
I0 
(mol.L-1.s-1) 
2,97.10-6 2,97.10-6 1,00.10-6 
[A]0 
(mol.L-1) 
3,0.10-5 2,8.10-5 4,94.10-5 
[B]f 
(mol.L-1) 
2,96.10-5 2,8.10-5 4,90.10-5 
εA
irr 
(mol-1.L.cm-1) 
εA
405 = 21182 εA
405 = 22175 εA
405= 15729 
εA
obs 
(mol-1.L.cm-1) 
εA
330 = 17128 εA
330 = 20140 εA
470 = 12579 
εB
irr 
(mol-1.L.cm-1) 
εB
405 = 11995 εB
405 = 12724 εB
405 = 7969 
εB
obs 
(mol-1.L.cm-1) 
εB
330 = 24717 εB
330 = 27897 εB
470 = 21422 
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Tableau 5-3 : Données expérimentales pour le calcul de ΦNO des trans (Cl,Cl)* , cis 
(Cl,Cl)* et trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 dans l’eau à 420 et 365 nm 
Composé 
trans (Cl,Cl)* 
λirr=420 nm 
cis (Cl,Cl)* 
λirr=420 nm 
trans (NO,OH)- 
λirr=420 nm 
trans (NO,OH)-  
λirr=365 nm 
I0 
(mol.L-1.s-1) 
6,08.10-6 6,08.10-6 6,08.10-6 9,66.10-6 
[A]0 
(mol.L-1) 
4,57.10-5 4,57.10-5 4,57.10-5 4,57.10-5 
[B]f 
(mol.L-1) 
4,54.10-5 4,51.10-5 4,52.10-5 4,52.10-5 
εA
irr 
(mol-1.L.cm-1) 
εA
420 = 11980 εA
420 = 15560 εA
420 = 10243 εA
365 = 16333 
εA
obs 
(mol-1.L.cm-1) 
εA
320 = 13658 εA
326 = 17313 εA
320 = 13597 εA
300 = 19322 
εB
irr 
(mol-1.L.cm-1) 
εB
420 = 8148 εB
420 = 12585 εB
420 = 9136 εB
365 = 11790 
εB
obs 
(mol-1.L.cm-1) 
εB
320 = 15922 εA
326 = 19505 εB
320 = 15834 εB
300 = 21658 
 
 
Tableau 5-4 : Données expérimentales pour le calcul de ΦNO des trans (Cl,Cl)* , cis (Cl,Cl)* et 
trans (NO,OH)-[RuFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 dans le LB à 365 nm  
Composé 
trans (Cl,Cl)* 
λirr=365 nm 
cis (Cl,Cl)* 
λirr=365 nm 
trans (NO,OH)- 
λirr=365 nm 
I0 
(mol.L-1.s-1) 
9,66.10-6 1,13.10-5 1,13.10-5 
[A]0 
(mol.L-1) 
4,57.10-5 4,57.10-5 4,57.10-5 
[B]f 
(mol.L-1) 
4,46.10-5 4,53.10-5 4,44.10-5 
εA
irr 
(mol-1.L.cm-1) 
εA
365 = 18962 εA
365 = 17484 εA
365 = 15611 
εA
obs 
(mol-1.L.cm-1) 
εA
470 = 5457 εA
430 = 16103 εA
460 = 3094 
εB
irr 
(mol-1.L.cm-1) 
εB
365 = 17136 εB
365 = 19600 εB
365 = 12794 
εB
obs 
(mol-1.L.cm-1) 
εB
470 = 7595 εA
430 = 8838 εB
460 = 4838 
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Tableau 5-5 : Données expérimentales pour le calcul de ΦNO des trans (Cl,Cl)- et cis 
(Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 dans CH3CN à 365 et 420 nm 
Composé 
trans (Cl,Cl)- 
TCC2F 
λirr=365 nm 
cis (Cl,Cl)- 
TCC2F 
λirr=365 nm 
trans (Cl,Cl)- 
TCC2F 
λirr=420 nm 
cis (Cl,Cl)- 
TCC2F 
λirr=420 nm 
I0 
(mol.L-1.s-1) 
1,13.10-5 1,07.10-5 5,45.10-6 6.74.10-6 
[A]0 
(mol.L-1) 
4,01.10-5 3,5.10-5 4,0.10-5 3,5.10-5 
[B]f 
(mol.L-1) 
3,98.10-5 3,5.10-5 3,95.10-5 3,0.10-5 
εA
irr 
(mol-1.L.cm-1) 
εA
365 = 8753 εA
365 = 8780 εA
420 = 11730 εA
420 = 14823 
εA
obs 
(mol-1.L.cm-1) 
εA
460 = 17113 εA
450 = 18177 εA
460 = 20640 εA
400 = 11123 
εB
irr 
(mol-1.L.cm-1) 
εB
365 = 9674 εB
365 = 13252 εB
420 = 16848 εB
420 = 13153 
εB
obs 
(mol-1.L.cm-1) 
εB
460 = 10022 εB
450 = 8500 εB
460 = 11845 εB
400 = 17350 
 
 
Tableau 5-6 : Données expérimentales pour le calcul de ΦNO des trans (Cl,Cl)- et cis 
(Cl,Cl)-[RuTCC3FCl2NO]PF6 dans CH3CN à 365 et 420 nm 
Composé 
trans (Cl,Cl)- 
TCC3F 
λirr=365 nm 
cis (Cl,Cl)- 
TCC3F 
λirr=365 nm 
trans (Cl,Cl)- 
TCC3F 
λirr=420 nm 
cis (Cl,Cl)- 
TCC3F 
λirr=420 nm 
I0 
(mol.L-1.s-1) 
1,13.10-5 1,07.10-5 5,45.10-6 6,74.10-6 
[A]0 
(mol.L-1) 
3,50.10-5 6,0.10-5 3,5.10-5 4,0.10-5 
[B]f 
(mol.L-1) 
3,49.10-5 5,99.10-5 3,5.10-5 3,6.10-5 
εA
irr 
(mol-1.L.cm-1) 
εA
365 = 12120 εA
365 = 14810 εA
420 = 14481 εA
420 = 19775 
εA
obs 
(mol-1.L.cm-1) 
εA
420 = 14422 εA
420 = 18517 εA
380 = 10035 εA
360 = 15881 
εB
irr 
(mol-1.L.cm-1) 
εB
365 = 17671 εB
365 = 19603 εB
420 = 10964 εB
420 = 11827 
εB
obs 
(mol-1.L.cm-1) 
εB
420 = 11319 εB
420 = 12819 εB
380 = 18708 εB
360 = 20936 
 
 
Annexes 
 
332 
 
Tableau 5-7 : Données expérimentales pour le calcul de ΦNO des trans (Cl,Cl)- et cis 
(Cl,Cl)-[RuFMeFMeTCl2NO]PF6 dans CH3CN à 365 et 420 nm 
Composé 
trans (Cl,Cl)- 
FFT 
λirr=365 nm 
cis (Cl,Cl)-  
FFT 
λirr=365 nm 
trans (Cl,Cl)- 
FFT 
λirr=420 nm 
cis (Cl,Cl)-  
FFT 
λirr=420 nm 
I0 
(mol.L-1.s-1) 
5,34.10-6 5,34.10-6 6,44.10-5 6,44.10-5 
[A]0 
(mol.L-1) 
6,50.10-5 6,50.10-5 6,50.10-5 6,50.10-5 
[B]f 
(mol.L-1) 
6,50.10-5 6,50.10-5 6,50.10-5 6,49.10-5 
εA
irr 
(mol-1.L.cm-1) 
εA
365 = 8238 εA
365 = 9021 εA
420 = 7366 εA
424 = 8895 
εA
obs 
(mol-1.L.cm-1) 
εA
450 = 8708 εA
476 = 5020 εA
480 = 7464 εA
380 = 7082 
εB
irr 
(mol-1.L.cm-1) 
εB
365 = 11921 εB
365 = 10548 εB
420 = 12126 εB
424 = 7807 
εB
obs 
(mol-1.L.cm-1) 
εB
450 = 6406 εB
476 = 3335 εB
480 = 3445 εB
380 = 11158 
 
 
Tableau 5-8 : Données expérimentales pour le calcul de ΦNO des trans (NO,OH)-
[RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]PF6 ,  trans (NO,OH)-[RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]PF6 et trans 
(NO,OH)-[RuFFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 dans l’eau à 365 nm 
Composé 
trans (NO,OH)- 
TCC2F 
λirr=365 nm 
trans (NO,OH)- 
TCC3F 
λirr=365 nm 
trans (NO,OH)- 
FFT 
λirr=365 nm 
I0 
(mol.L-1.s-1) 
1,07.10-5 1,07.10-5 1,11.10-5 
[A]0 
(mol.L-1) 
4,0.10-5 4,0.10-5 4,0.10-5 
[B]f 
(mol.L-1) 
3,94.10-5 3,96.10-5 3,93.10-5 
εA
irr 
(mol-1.L.cm-1) 
εA
365 = 14958 εA
365 = 13394 εA
365 =17806 
εA
obs 
(mol-1.L.cm-1) 
εA
460 = 16990 εA
426 =9883 εA
420 = 15410 
εB
irr 
(mol-1.L.cm-1) 
εA
365 = 19903 εB
365 = 16766 εB
365 = 24530 
εB
obs 
(mol-1.L.cm-1) 
εB
460 = 11213 εB
426 = 6664 εB
420 = 11132 
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Tableau 5-9 : Données expérimentales pour le calcul de ΦNO des trans (NO,OH)-
[RuTCC2F(Cl)(OH)(NO)]PF6 ,  trans (NO,OH)-[RuTCC3F(Cl)(OH)(NO)]PF6 et trans 
(NO,OH)-[RuFFT(Cl)(OH)(NO)]PF6 dans l’eau à 420 nm 
Composé 
trans (NO,OH)- 
TCC2F 
λirr=420 nm 
trans (NO,OH)- 
TCC3F 
λirr=420 nm 
trans (NO,OH)- 
FFT 
λirr=420 nm 
I0 
(mol.L-1.s-1) 
6,74.10-5 6,74.10-5 6,88.10-5 
[A]0 
(mol.L-1) 
4,0.10-5 4,0.10-5 4,0.10-5 
[B]f 
(mol.L-1) 
3,31.10-5 3,74.10-5 3,85.10-5 
εA
irr 
(mol-1.L.cm-1) 
εA
420 = 12812 εA
420 = 14823 εA
420 = 13077 
εA
obs 
(mol-1.L.cm-1) 
εA
460 = 18292 εA
400 = 11123 εA
364 = 18606 
εB
irr 
(mol-1.L.cm-1) 
εB
420 = 13840 εB
420 =13153 εB
420 = 9957 
εB
obs 
(mol-1.L.cm-1) 
εB
460 =13903 εB
400 = 17380 εB
364 = 20516 
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Annexe 6 : 
Principe du Z-Scan 
 
 
La section efficace d’un échantillon peut être mesurée par les méthodes de Z-Scan et 
TPEF (« Two-Photon-Excited Fluorescence »). Le Z-Scan a été utilisé pour les mesures des 
composés de l’équipe car cette technique peut être appliquée sur des échantillons non 
fluorescents. De plus, cette méthode est assez facile à mettre en œuvre et a une bonne 
sensibilité. 
Il s’agit de déplacer l’échantillon le long de l’axe z de propagation du laser et de 
mesurer l’intensité lumineuse transmise au niveau du détecteur 2. Le détecteur 1 permet 
d’adapter la puissance du laser en analysant ses fluctuations d’intensité. 
Le montage d’une mesure par Z-Scan est représenté sur la Figure 6-1. 
 
Figure 6-1 : Montage Z-Scan permettant la mesure de la section efficace 244 
Pour chaque position z de l’échantillon, la transmittance T(z) est mesurée. 
  
Par exemple, les courbes représentant l’allure de la transmittance en fonction de la 
position de l’échantillon pour les complexes cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-[RuFhexTCl2NO]PF6 
et [RuFhexTbpyNO](PF6)3, ainsi que pour le trans (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 sont 
présentées sur la Figure 6-2.178 
Laser
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Figure 6-2 : Courbes Z-scan obtenues à 800 nm pour (a) cis (Cl,Cl)- et trans (Cl,Cl)-
[RuFhexTCl2NO]PF6 et [RuFhexTbpyNO](PF6)3 et (b) trans (Cl,Cl)-[RuTCC2FCl2NO]PF6 
 
La transmittance T(z) est reliée au coefficient d’absorption à deux photons β par la 
relation : 
T(z) =  1 −
βI0(1 − e
αL)
2
3
2ε (1 +
z2
z0
2)
 
où I0 est l’intensité de la source du laser pulsé, ε le coefficient d’extinction molaire de 
l’échantillon, L l’épaisseur de l’échantillon, α le coefficient d’absorption linéaire, z sa 
position et z0 est la portée de Rayleigh. Celle-ci est reliée à la longueur d’onde d’irradiation λ: 
z0 = πω02 / λ, avec ω0 la largeur minimale du faisceau au point d’origine. 
 
Le coefficient d’absorption à deux photons β est déterminé par régression linéaire, puis la 
section efficace d’absorption à deux photons est calculée par la relation : σ = 
βhν
NAC
 .103 
où NA est le nombre d’Avogadro, C la concentration de la molécule et hν l’énergie de la 
source d’excitation.245 
 
(a) (b) 
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Annexe 7 : 
Electrode NO 
 
Calibration de l’électrode NO 
  
L’électrode doit être calibrée avant chaque série de mesures. Cette manipulation 
permet de déterminer le coefficient de proportionnalité (exprimé en pA/nM) reliant l’intensité 
du courant mesurée et la concentration de NO• en solution dans l’eau. La calibration doit être 
faite dans une gamme de concentrations correspondant à la concentration recherchée. 
 
Pour cela, une concentration connue de NO• doit être reliée à une intensité de courant. 
La réaction chimique utilisée pour la calibration est la réduction en milieu acide des ions 
nitrites en NO• : 
2 NO2
-  +  4 H+  +  2 I -  → 2 NO•  +  I2  +  2 H2O 
Dans cette réaction, le nombre de moles de NO• produit est égal au nombre de moles de NO2
- 
mis en solution. Donc l’intensité mesurée correspond à la concentration de NO• qui est égale à 
la concentration en NO2
-. 
 
 Dans un bécher contenant 18 mL d’eau, acidifiée par 2 mL d’acide sulfurique (H2SO4) 
à 1 mM, un large excès d’iodure de potassium (KI) est ajouté (environ 20 mg). Ceci constitue 
la « solution de calibration ». A cette solution est ajouté un volume connu d’une solution de 
nitrite de sodium (NaNO2) à 100 µM. 
 
 Par exemple, si l’électrode est calibrée pour une gamme de concentrations autour de 
100 nM, 20 µL de la solution de NaNO2 à 100 µM sont ajoutés dans le bécher de 20 mL 
d’eau, donnant comme concentration finale en NO2- 100 nM. La réaction de réduction des 
ions nitrates en oxyde nitrique étant équimolaire, 100 nM de NO• sont générés en solution. 
Cet ajout correspond à un courant de 22 000 pA donc la sensibilité de l’électrode dans ce cas 
est de 220 pA/nM. Deux autres ajouts de 15 µL et 25 µL permettent de faire une moyenne et 
d’avoir une valeur de la sensibilité plus fiable, comme le montre la Figure 7-1. 
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Figure 7-1 : Chrono-ampérogramme pour la calibration de l’électrode NO dans une gamme 
autour de 100 nM 
 
Le même type de manipulation est utilisé pour calibrer l’électrode autour de 400 nM. 
Une calibration est réalisée avant chaque mesure des solutions de complexes de ruthénium à 
ligand nitrosyle. 
 
Mesure de la concentration de NO• libéré par irradiation des complexes de ruthénium à ligand 
nitrosyle 
 
Dans un premier temps, le signal de l’irradiation dans l’eau sans donneur de NO• est 
enregistré. Le bécher contenant 20 mL d’eau est irradié 15 secondes toutes les 110 secondes 
avec la lampe à mercure plein spectre (λ > 365 nm).  
 Dans un second temps, la même manipulation est réalisée en présence de complexe 
photoactivable en solution. Les complexes de ruthénium à ligand nitrosyle, n’étant pas 
hydrosolubles, ils sont d’abord dissous dans du DMSO à une concentration-mère de 2 mM. 
Au dernier moment, cette solution est diluée dans l’eau 100 fois et la solution est rapidement 
injectée dans le bécher, pour avoir une concentration finale en complexe de 400 nM. Le signal 
est ensuite enregistré dans les mêmes conditions d’irradiation, sans perturber le montage. 
 Enfin, le courant obtenu dans l’eau pure est retranché à celui enregistré en présence de 
donneur de NO•, seul le signal relatif à la libération du NO• peut être analysé. (cf Figure III-
35 p.164)  
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Annexe 8 : 
Culture cellulaire 
 
Les cellules utilisées dans ces travaux sont des HCT 116 (ATCC CCL-247) et des 
FaDu (ATCC HTB-43). Elles sont cultivées dans du milieu de culture DMEM (Dulbecco's 
Modified Eagle's Medium, Life Science), supplémenté de 10 % de sérum de veau fœtal (SVF) 
et de 1 % d’un mélange de pénicilline (10 000 unités/mL)  et streptomycine (10 000 µg/mL). 
Les cellules sont cultivées dans un incubateur à 37°C, sous une atmosphère à 85 % d’humidité 
et 5 % de CO2. 
 
 
Mesure de l’effet cytotoxique et phototoxique du complexe de ruthénium à ligand nitrosyle 
 
 Les cellules sont ensemencées sur des plaques 96 puits à une densité de 10 000 
cellules par puits dans 200 µL de DMEM-10%SVF et sont cultivées 16 heures à 37°C. 
Les solutions de [RuNO] sont préparées à partir d’une solution-mère de concentration 
2 mM dans le DMSO par dilutions dans le DMEM. Le pourcentage final de DMSO est de 
0,5% en volume dans les puits, et les concentrations finales de [RuNO] à tester sont 1, 5, 10, 
25 50, et 100 µmol/L.  
Le DMEM des puits est remplacé par 200 µL des différentes solutions de [RuNO]. Les 
puits extérieurs sont remplis d’eau stérile afin de limiter l’évaporation dans les puits centraux. 
Les cellules sont incubées 3 heures à 37°C en présence du complexe. Ensuite, les puits sont 
rincés avec du PBS et les cellules sont remises en culture dans du DMEM frais. 
Les plaques contrôles sont gardées à l’abri de la lumière et les autres plaques sont 
irradiées grâce à une source halogène λ > 400 nm, de puissance 40 mW.cm-2 à 420 nm. Les 
tests de cytotoxicité sont réalisés sur les plaques non irradiées, alors que celles qui ont été 
irradiées sont utilisées pour effectuer la mesure de l’effet phototoxique. 
 
 
- Par le test Presto-Blue213 
 
Le réactif Presto-Blue utilisé dans ces travaux provient de Life Technologies, 
référence A13262, lot 1710852A.  
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Le test est réalisé 48 heures après le traitement des cellules. Après avoir retiré le 
DMEM, 50 µL d’une solution de Presto-Blue diluée 10 fois dans le PBS sont ajoutés dans 
chaque puits et les plaques sont incubées 40 minutes à 37°C. Les résultats de viabilité sont 
ensuite obtenus par mesure des absorbances à 600 nm (maximum d’absorption du réactif) et 
570 nm (maximum d’absorption du produit réduit) dans chaque puits, à l’aide d’un lecteur 
d’absorbance (CLARIOstar, BMG Labtech). Ensuite, à partir des absorbances mesurées, et 
des coefficients d’absorption molaire connus des deux espèces à ces deux longueurs d’onde, 
le pourcentage de réduction du réactif de Presto-Blue peut être calculé, correspondant au 
pourcentage de viabilité, grâce à la formule : 
 
% reduction PB reagent = 100 x [(O2 x A1) – (O1 x A2) / (R1 x N2) – (R2 x N1)]  
 
avec A1 et A2 les absorbances à 570 nm et 600 nm respectivement, N1 et N2 celles du 
milieu seul. O1, O2, R1 et  R2 sont les coefficients d’extinction molaire du réactif et du 
produit aux deux longueurs d’onde et son répertoriés dans le Tableau 8-1 ci-dessous. 
 
Tableau 8-1 : Coefficients d’extinctions molaires du réactif de Presto-Blue et de son produit 
d’oxydation 
longueur d’onde (nm) ε produit réduit (L.mol-1.cm-1) ε réactif (L.mol-1.cm-1) 
570 155677 80586 
600 14652 117216 
 
Chaque condition expérimentale est répétée six fois par plaque et sur deux ou quatre 
expérimentations indépendantes. 
 
 
- Par le test de clonogénie 
 
L’ensemencement et le traitement des cellules sont réalisés de la même façon que pour 
le test Presto-Blue. 
Les cellules non traitées sont détachées des puits grâce à l’action de la trypsine, diluées 
et comptées. Les cellules traitées sont également trypsinées et sont ensemencées dans une 
plaque 6 puits à une densité de 250 cellules par puits. Elles sont incubées pendant 7 jours, le 
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DMEM étant renouvelé tous les 2 jours. Les puits sont ensuite rincés au PBS, et 1 mL de 
Crystal Violet (0,2 % dans le PBS) est ajouté et les plaques sont agitées pendant 20 minutes. 
Le Crystal Violet est ensuite retiré, les puits sont rincés à l’eau et les colonies marquées en 
bleu peuvent être comptées. Chaque condition est répétée en triplicat, sur deux 
expérimentations indépendantes. Le rapport entre le nombre de colonies formées par les 
cellules traitées sur le nombre de colonies formées par les cellules témoins permet de 
déterminer le pourcentage de viabilité. 
 
Présentation des résultats 
 
Les résultats sont présentés sous forme de graphe, donnant le pourcentage de viabilité des 
cellules testées en fonction des différentes concentrations du complexe étudié. Le graphe ci-
dessous est celui présenté en Figure V-5 du Chapitre V. 
 
Le nombre d’expérimentations est précisé dans chaque cas. Les barres d’erreur représentent 
l’écart-type ou l’erreur-type par rapport au témoin. Elles sont représentées uniquement en 
positif pour des raisons de clarté, mais elles sont identiques en négatif. 
 Les analyses statistiques ont été menées grâce au test t de Student. Le calcul de la valeur p 
permet de renseigner sur la différence par rapport au témoin. Ainsi, pour p<0,05, la colonne 
est marquée d’une étoile * : cela signifie que la viabilité mesurée a 5% de chance de ne pas 
être significativement différente du témoin. Si p<0,01, la colonne est marquée de deux étoiles 
**. Si p<0,001, trois étoiles *** sont notées sur la colonne correspondante et etc. 
 La notation « NS » signifie que la différence statistique entre les résultats d’une colonne est 
« non-significative » par rapport au témoin (p>0,05). 
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Annexe 9 : 
Microbiologie 
 
Culture des bactéries et suivi de croissance 
Les souches de Staphylococcus epidermidis utilisées dans ces travaux sont ATCC 
35984 et ATCC 12228. Ces bactéries sont cultivées dans le milieu de culture LB (Lysogeny 
Broth, Sigma-Aldrich, France) à 37°C sous agitation.  
Des cultures sur boîtes de Pétri sont réalisées afin de constituer une « boîte-stock » de 
bactéries, à partir de laquelle seront prélevées des colonies pour les expérimentations. Pour 
cela, une paillette (une ou plusieurs colonies de bactéries conservées dans l’azote liquide) est 
dissoute dans 10 mL de milieu de culture LB et mise en culture sur la nuit à 37°C, sous 
agitation à 200 rpm. Ensuite, la suspension bactérienne est diluée 107 fois et 100 µL sont 
déposés sur une boîte de Pétri contenant du milieu LB gélosé (LBA : LB+1,5% Agar). La 
boîte est placée à 37°C pendant 24 h. Les colonies s’étant développées, la boîte est conservée 
à 4°C pour stopper la croissance des bactéries. (Schéma 9-1) 
 
Schéma 9-1 : Mise en culture des bactéries et réalisation d’une boîte-stock 
 
Pour mettre les bactéries en culture, une colonie est prélevée de la boîte-stock avec une 
anse stérile et est déposée dans un erlenmeyer stérile de 100 mL contenant 10 mL de milieu 
de culture LB. Ce dernier est mis sous agitation à 200 rpm à 37°C pendant la nuit. (Schéma 9-
2) Ceci constitue la pré-culture, nécessaire pour permettre au micro-organisme de relancer son 
métabolisme.  
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Schéma 9-2 : Réalisation d’une pré-culture 
 
Le lendemain, la suspension bactérienne est diluée au centième (pour avoir environ 
107 CFU/mL en solution) et est mise en culture dans un tube de culture (polypropylène) de 13 
mL contenant 3 mL de LB. De manière générale, afin d’oxygéner correctement le milieu, les 
récipients contenant les suspensions bactériennes doivent être remplis au maximum à un quart 
de leur volume total. 
La croissance des bactéries est suivie par mesure de la densité optique (DO) à 600 nm 
de la suspension bactérienne. La DO est mesurée toutes les heures jusqu’au début de la phase 
exponentielle de croissance puis toutes les 30 minutes. La courbe de croissance est obtenue en 
traçant la DO en fonction du temps. (Schéma 9-3)246   
 
Schéma 9-3 : Mise en culture des bactéries pour le suivi de leur croissance par mesure de la DO 
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Suivi de croissance des bactéries traitées et quantification de l’effet bactéricide du complexe 
de ruthénium à ligand nitrosyle [RuNO] 
 
De la même façon que pour le suivi de la croissance bactérienne par 
spectrophotométrie, les bactéries sont mises en pré-culture la veille de leur traitement. 
Ensuite, la solution est diluée au centième dans un tube de culture. 
Les bactéries sont cultivées jusqu’à atteindre une DO de 0,3 (en début de phase 
exponentielle de croissance), ce qui correspond à un temps d’incubation d’environ 3 heures 
pour les souches étudiées dans ces travaux. 
Des solutions de concentrations connues de complexes [RuNO] sont préparées au 
dernier moment par dilutions dans le LB d’une solution à 2mM dans le DMSO et ajoutées 
dans les tubes de culture contenant les suspensions bactériennes. Les concentrations finales 
dans les tubes sont  0,1, 1, 2 et 5 μmol/L. Après 30 minutes d’incubation à 37°C sous 
agitation, les tubes sont irradiés 10 min avec une lampe à vapeurs de mercure (32 mW, dose 
de 19,2 J.cm-2) ou laissés dans l’obscurité. La DO est mesurée toutes les 30 minutes (flèche 
bleue Schéma 9-4). 
Afin de quantifier plus précisément l’effet bactéricide, un test de clonogénie est 
réalisé. Il consiste à déposer 100 µL de la suspension bactérienne traitée (diluée 105 fois) sur 
une boîte de Pétri gélosée et de dénombrer les colonies formées après incubation de la boîte à 
37°C 24h. Cette méthode permet d’évaluer le nombre de bactéries viables et métaboliquement 
actives, capables de former une colonie. Ce chiffre est exprimé en Unité Formant Colonie 
(UFC/mL). Le nombre de colonies est issu de la moyenne de 9 comptages sur 4 
expérimentations indépendantes. En comparant le nombre de colonies à celui obtenu pour un 
témoin, le pourcentage d’inhibition peut être calculé (flèche rouge Schéma 9-4). 
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Schéma 9-4 : Protocole d’observation et quantification de l’effet bactéricide du [RuNO] irradié 
 
 
Etude de l’effet de la méthicilline sur les souches ATCC 12228 et 35984 
 
La solution mère de méthicilline (methicillin sodium salt, lot BCBR6817V, Sigma) est 
préparée en ajoutant 500 μL d’eau stérile sur les 50 mg de méthicilline sodium. Des aliquots 
de cette solution sont conservés à -20°C. 
Pour mesurer les concentrations minimales inhibitrices (CMI) de la méthiciline sur les 
deux souches, la méthode des « Broth dilution » a été utilisée, pour les cultures dans le LB et 
le MHB (Muller-Hinton Broth). Ce second milieu est également utilisé comme comparaison 
car il est le milieu de référence pour les tests de susceptibilité à un bactéricide.247,248 
Les bactéries sont déposées dans une plaque 96 puits et incubées avec 200 μL de 
milieu contenant différentes concentrations en méthicilline. Le volume de la suspension 
bactérienne introduit dans les puits est calculé pour avoir une DO de 0,1 au final dans chaque 
puits (phase de latence). La plaque est placée dans le lecteur d’absorbance (CLARIOstar, 
BMG Labtech) et la DO à 600 nm est suivie à 37°C pendant 15 heures (180 cycles de 300 s et 
200 s d’agitation à 200 rpm avant chaque cycle). (Schéma 9-5) La CMI correspond à la plus 
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faible concentration de méthicilline pour laquelle la croissance est visiblement totalement 
inhibée, c’est-à-dire la plus faible concentration pour laquelle la DO n’augmente pas. 
 
Schéma 9-5 : Protocole pour le suivi de DO des bactéries après leur traitement par différentes 
concentrations de méthicilline 
 
 
Etude de l’effet combiné de la méthicilline et des complexes de ruthénium [RuNO]  
 
De la même façon que précédemment, les bactéries sont traitées à DO 0,3 avec 
[RuNO] et les solutions sont irradiées. Elles sont ensuite ensemencées dans une plaque 96 
puits, le volume ayant été calculé afin d’avoir une DO de 0,1 au final dans les puits, et 
incubées avec 200 μL de milieu contenant les différentes concentrations en méthicilline. La 
DO est suivie sur 15 heures à 37°C avec le lecteur de plaques CLARIOstar. (Schéma 9-6) 
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Schéma 9-6 : Protocole pour le suivi de DO des bactéries traitées par [RuNO], irradiées et mises 
en présence de différentes concentrations de méthicilline  
 
 
Quantification de l’effet bactéricide du photoproduit de [RuNO] 
 
 Les solutions de [RuNO] de concentration 0,1 µM sont préparées dans le LB dans des 
tubes de culture et sont irradiées 10 min avec la lampe Hg. Les bactéries sont ensuite 
inoculées dans ces tubes puis 5 µg/mL de méthicilline (correspondant à la CMI en présence 
de [RuNO] irradié) sont ajoutés dans les tubes correspondants. Les suspensions bactériennes 
sont alors étalées sur des boîtes de Pétri gélosées et incubées 24 heures à 37 °C. (Schéma 9-7) 
 Pour l’étude de l’effet des nitrites et nitrates, le même type d’expérimentation est 
réalisée. Les bactéries sont inoculées dans des tubes contenant NaNO2 ou NaNO3 à 0,01 µM 
dans le LB, puis 5 µg/mL de méthicilline sont ajoutés. Les suspensions bactériennes sont 
diluées puis étalées sur boîtes de Pétri gélosées. (Schéma 9-7) 
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Schéma 9-7 : Protocole de quantification de l’effet bactéricide du photoproduit et des nitrites et 
nitrates 
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